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RESUMEN

RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DEL SISTEMA
GENEXPERT EN COMPARACION CON LA COLORACION DE
ZIEHL-NEELSEN

Autores: Br. Rojas M., Claudia M. y Br. L6pez M., Viomar J.

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa y una de las principales
causas de mortalidad mundial. El diagnéstico microbioldgico de (TB) se ha basado
tradicionalmente en la realizacion inicial de una baciloscopia, aislamiento en cultivo
de la cepay en la identificacion fenotipica del crecimiento. El auge de casos positivos
para Tuberculosis en el pais no cesa. La falta de actualizacion en los métodos de
deteccion, asi como la necesidad de areas especializadas y adecuadas para el analisis
y procesamiento de estas muestras infecto contagiosas, dan lugar a incertidumbres
sobre la confiabilidad y la sensibilidad de los procesos actualmente aplicados.
Objetivo: Sefalar el rendimiento del sistema GeneXpert en comparacion con la
tincion de Ziehl-Neelsen en pacientes atendidos en el laboratorio de baciloscopia del
Ambulatorio tipo II “La Sabanita”. Abril — Agosto, 2022. Metodologia: estudio
descriptivo, comparativo, experimental y de corte transversal, utilizando muestras
pulmonares y extra pulmonares. Resultados: Para las muestras procesadas con la
tecnologia Xpert contra la Baciloscopia aplicando la tincion de Ziehl-Neelsen los
indicadores de desempefios mostraron una sensibilidad de 96,67% para muestras
pulmonares y 96.29% para muestras extra pulmonares, una especificidad de 86,96%
para muestras pulmonares y 79.52% para muestras extra pulmonares, valores de
prediccion positivos de 65,91% para muestras pulmonares y 60.47% para muestras
extra pulmonares, y de prediccion negativos 99,01% para muestras pulmonares y
98.50% para muestras extra pulmonares, ademas el indice de Kappa se ubicé en 0,72
que en la escala de interpretacion se traduce como una concordancia considerable.
Conclusiones: introducir métodos moleculares para el diagnostico de M.
tuberculosis, acortara los tiempos en la entrega de resultados por lotes. Sin embargo,
la Baciloscopia, aplicando la tincion de Ziehl-Neelsen es el método mas rapido para
la deteccion de BAR en la relacion muestra/resultado.

Palabras clave: Tuberculosis (TB), Esputo, Baciloscopia (BK), Ziehl-
Neelsen (ZN), GeneXpert MTB/ RIF, Bacilo de Koch, indice Kappa.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa granulomatosa
cronica producida por Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch, que se localiza
generalmente en el pulmon, aunque puede afectar otros Organos. Se transmite de
persona a persona por inhalacion de aerosoles contaminados por el bacilo, que han

sido eliminados por los individuos enfermos al toser, estornudar o hablar®.

Los bacilos inhalados ingresan al aparato respiratorio hasta llegar a los
alveolos. Alli son ingeridos por células que forman parte del sistema inmune
inespecifico (macrofagos) que los transportan hacia los ganglios locales. Estos
ganglios habitualmente filtran las particulas extrafias e impiden que se desarrolle la
enfermedad. En ciertas circunstancias la infeccion no es contenida en este nivel y se
disemina por sangre hacia cualquier érgano. Si el paciente tiene su inmunidad
conservada los linfocitos entran a las areas de infeccién y junto a macrofagos se
organizan en granulomas. Dentro de ellos, las bacterias permanecen vivas pero
impedidas de multiplicarse o diseminarse, constituyendo una tuberculosis latente. Es
decir, la infeccidn esta presente pero controlada por el sistema inmune. Si el sistema
inmune falla en organizar la barrera defensiva, los bacilos se replican y se desarrolla

una tuberculosis activa®.

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa y una de las principales causas
de mortalidad mundial. Es una patologia que se ha mantenido presente por siglos y
afecta a todos los estratos sociales. En la Gltima decada enfatiza su importancia por el
surgimiento de un nuevo reto como es la multirresistencia a los antimicrobianos
usuales para su tratamiento. Esto sumado a los problemas inherentes a la enfermedad
como son el incremento de condiciones de pobreza, la necesidad de tratamientos con

multiples drogas por periodos prolongados, el debilitamiento de los programas de



control de la misma y el surgimiento de la pandemia del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), hacen que la tuberculosis sea una prioridad

para la salud publica?.

Aun en el caso que se disponga de una adecuada red de diagndstico,
tratamiento y seguimiento de los casos, existen factores predisponentes de la TB que
determinan su ocurrencia como las condiciones ambientales, sociales, sanitarias e
individuales. El hacinamiento, la malnutricién, el SIDA, el abuso de alcohol y las
malas condiciones de vida disminuyen la inmunidad posibilitando la aparicion de la

enfermedad. La diabetes mellitus (DM), inmunosuprime y predispone a la TB3.

De las posibles formas clinicas de presentacion, la mas frecuente en todos los
casos es la TB pulmonar (TBP), donde el paciente puede presentar sintomas
respiratorios de varias semanas de duracion con tos no remitente, dolor torécico y
expectoracion, asi como sintomatologia general (sudoracion, fiebre, astenia, anorexia
y pérdida de peso). Debido a que en muchas ocasiones su sintomatologia no es
especifica, es necesario un alto indice de sospecha clinica en pacientes con
sintomatologia sugerente para poder disminuir asi la demora diagndstica e inicio del

tratamiento®.

Las formas de presentacion de casos de TB extrapulmonar (TBEP) van en
aumento en los dltimos afios, pasando del 14% en los afios 2005- 2007 al 20% en
2010- 2013. Teniendo en cuenta la dificultad diagndstica de estas formas es probable
que la proporcion real de TBEP sea mucho mayor que la notificada constituyendo
aproximadamente el 15- 20% de todos los casos de TB. Debido a las dificultades para
la confirmacion de las TB extrapulmonar el diagnostico requiere una elevada
sospecha clinica y la utilizacién de pautas de diagnostico distintas. Ello conduce a
retrasos diagndsticos, diagnosticos erroneos y aumento de morbi- mortalidad en estos

pacientes®.



En el afio 2015 se estima que hubo 10,4 millones de nuevos casos de
tuberculosis (incluidos 1,2 millones de casos en personas VIH positivas), de los
cuales 5,9 millones corresponden a hombres, 3,5 millones a mujeres y 1,0 millones a
nifios. En general, el 90% de los casos fueron adultos y 10% nifios, y la proporcién
hombre-mujer fue de 1,6:1, de los cuales se estim6 que hubo aproximadamente 1,4
millones de muertes por tuberculosis y 0,4 millones de muertes como resultado de la

tuberculosis en pacientes seropositivos®.

Las Naciones Unidas adoptaron en 2015 los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) para 2030; una de sus metas es poner fin a la epidemia mundial de
tuberculosis. En la estrategia Fin a la Tuberculosis de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), aprobada por la Asamblea Mundial de la Salud en 2014, se pide una
reduccion del 90% de las muertes por TB y una reduccion del 80% en su tasa de
incidencia para el afio 2030°.

Entre las estrategias recomendadas por la OMS para estos objetivos resulta de
enorme interés practico aquellas basadas en mejorar de forma determinante los
métodos microbioldgicos de diagnostico del caso y de deteccidn de brotes resistentes.
Parece coherente y adecuado aplicar para ello métodos de diagndstico etiologico
rapido, especialmente en los pacientes baciliferos, tratamientos efectivos tanto de la
infeccion como de la enfermedad, asi como establecer medidas de prevencion y
control adecuadas con apoyo institucional como base para su eficacia. Existen
circunstancias actuales, como el incremento de la resistencia a farmacos, la
coinfeccion por VIH y la movilidad geografica relacionada con la inmigracién que
dificultan esta tarea. Esto supone un mayor trabajo y una mayor dedicacion de los
organismos estatales e internacionales que deberan coordinar de forma adecuada el

control de la tuberculosis a nivel mundial®.



El diagndstico microbiolégico de TB se ha basado tradicionalmente en la
realizacion inicial de una baciloscopia, el aislamiento en cultivo de la cepa y en la
identificacion fenotipica del crecimiento. Aunque el método mas rapido, facil y
barato disponible sigue siendo la tincién acido resistente, su baja sensibilidad (45%-

80% sobre muestras con posterior cultivo positivo) limita su utilidad®.

La baciloscopia es una prueba capaz de dar un diagndstico en menos de dos
horas, caracterizandose por ser la mas economica y la Unica prueba existente en
muchos paises en desarrollo. La sensibilidad puede llegar a ser una limitante, debido
a que se requieren una gran cantidad de bacterias en la muestra (5 000-10 000
bacilos/mL) para ser positiva. Esto hace que un porcentaje variable de los casos de
tuberculosis (entre 30 y el 50 %) no sean baciliferos, por lo que una baciloscopia
negativa nunca descarta la enfermedad. El estudio microscopico del esputo para la
busqueda de bacilos &cido-alcohol resistentes sigue mostrando una alta sensibilidad
(80 %) y especificidad (97.5 %), con un valor predictivo positivo de 73.3 y negativo
de 93 %57,

Se estima que la sensibilidad de la tincion en muestras pulmonares es
alrededor de 55-60% Yy en las muestras extrapulmonares varia segun la localizacion.
En formas ganglionares es similar a la tuberculosis pulmonar, siendo inferior al 15%
en liquidos bioldgicos, como liquido pleural, articular, ascitico, peritoneal o
cefalorraquideo. En pacientes que padecen tuberculosis e infeccién por VIH, el
rendimiento de la microscopia es menor. El diagnostico diferencial con especies que
pueden ser parcialmente acido-alcohol resistentes como Nocardia o Rhodococcus, no
plantea dificultades debido a su baja incidencia, sin embargo, no debe descartarse la

presencia de dichos microorganismos®.

Para diagnosticar la tuberculosis se utilizan los métodos: prueba cutanea de la

tuberculina, cultivo Lowenstein Jensen que es exclusivo para caracterizar



Mycobacterium tuberculosis y las tinciones de Ziehl-Neelsen y Auramina, siendo
estas mas sensibles y especificas. La tincion de Ziehl-Neelsen es el método mas
utilizado alrededor del mundo para determinar tuberculosis debido a su técnica

sencilla y bajo costo®.

La técnica de Ziehl-Neelsen (ZN) es una tincion diferencial que utiliza tres
reactivos: el colorante primario es la fucsina, que tiene por objetivo la formacién de
complejos micolatofucsina con los acidos micolicos presentes en las micobacterias;
luego se aplica calor, que sirve de mordiente y estabiliza los complejos. El alcohol
acido al 3% es la solucion decolorante que elimina la fucsina, excepto la impregnada
en los bacilos acido resistentes (BAR); el azul de metileno funciona como colorante
de contraste tifiendo el resto de la preparacion, facilitando asi la evaluacion e

interpretacion diagndstica®.

La tinciébn de (ZN) puede detectar la presencia BAR del género
Mycobacterium en la muestra siempre que haya 5.000- 10.000 bacilos/ ml, no siendo
especifica de la presencia de MTB. Su sensibilidad varia entre 40- 60%, existiendo
asi casos de TB con baciloscopia negativa que no deben descartar la enfermedad, que
se confirmara tras cultivo y casos con presencia de BAR donde no se debe descartar
la presencia de una MNT (micobacterias no tuberculosas). El recuento del nimero de
BAR en la muestra utilizando un método semicuantitativo que informe entre una cruz
(1+) a cuatro cruces (4+), servird para valorar la eficacia del tratamiento ya que el
namero de BAR ira reduciéndose si el tratamiento es eficaz. Ello puede tardar mas o

menos dependiendo de la carga bacilar inicial de las lesiones®.

Identificar los casos baciliferos es un punto clave en el control de la cadena
epidemioldgica, ya que se trata de los pacientes mas contagiosos y su deteccién es
objetivo basico preferente en todos los programas de lucha contra la TB. Como la

eliminacion de BAR en las secreciones respiratorias es irregular, deben estudiarse al



menos 3 muestras de buena calidad obtenidas en diferentes dias antes de considerar al

paciente como no bacilifero®.

La muestra mas adecuada para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar es el
esputo obtenido por expectoracion esponténea, tras un golpe de tos profunda. Estas
muestras son generalmente de consistencia espesa y mucoide, de color variable
(desde blanquecinas hasta verdosas) e incluso sanguinolentas. Las muestras de saliva,
secreciones nasales o faringeas no son muestras adecuadas para el diagnostico de
tuberculosis, aunque pueden examinarse por la posibilidad de que hayan quedado
bacterias retenidas en esas zonas (boca, faringe) tras la tos®.

La situacion actual de la TB se ha visto agravada desde hace afios por el
creciente niumero de casos/brotes con resistencia a isoniacida y rifampicina (cepas
multidrogorresistentes de tuberculosis 0 MDR-TB), 0 més recientemente por casos de
MDR-TB con resistencias ademas a farmacos de segunda linea de uso parenteral
(amikacina, kanamicina o capreomicina) y a fluoroquinolonas (cepas extremadamente

resistentes de tuberculosis 0 XDR-TB)*.

El diagnostico rapido de presencia de MTB (Mycobacterium tuberculosis) en
la muestra de un paciente con sospecha de TB como pauta para un abordaje precoz
adecuado conlleva el no tener que manejarse con datos “preliminares” que tardarian
en confirmarse con pautas convencionales, produciendo semanas de demora. En los
ultimos afios se han desarrollado numerosos y distintos métodos con distintas técnicas

de PCR “in house” y/ 0 comercializadas®.

La empresa Cepheid, Inc. (Sunnyvale, California, EE.UU.) desarroll6 la
técnica Xpert MTB/RIF, que es un test automatizado para el diagndstico de
tuberculosis basado en la deteccion de acidos nucleicos especificos del bacilo de

Koch, con cartuchos, en cualquier muestra organica. Simplifica la identificacion de



ADN micobacteriano, integrando y automatizando los 3 procesos requeridos para
pruebas moleculares basadas en PCR: extraccion, amplificacion y deteccion. Reduce
la complejidad de las pruebas moleculares, el riesgo de contaminacion cruzada y las
limitaciones de bioseguridad, detectando la presencia de M. tuberculosis directamente
de una muestra en menos de 2 h. Esta técnica tiene una muy buena sensibilidad y

especificidad®.

GeneXpert MTB/ RIF es una prueba diagndstica “in vitro” de nested PCR
semicuantitativa y en tiempo real que se utiliza para amplificacion de dos posibles
dianas: i) la deteccion de compuestos de ADN de MTB en muestras de esputo
positivas y/ 0 negativas para BAR; y ii) la deteccion de mutaciones del gen rpoB
asociadas a resistencia a rifampicina. Esta deteccion molecular de MTB con sondas
de amplificacion de especie y de mutaciones en el gen rpoB asociadas a la resistencia
a rifampicina acelera el diagnostico de TB resistente a este farmaco, que se asocia
habitualmente a cepas MDR-TB. Con la prueba GeneXpert MTB/ RIF esto puede

conseguirse en menos de 3 horas a partir de muestras respiratorias del paciente?.

El sistema GeneXpert automatiza e integra el procesamiento de muestras, la
multiplicacién del acido nucleico y la deteccion de las secuencias diana mediante
PCR y en tiempo real. Este sistema requiere el uso de cartuchos GeneXpert
desechables de un solo uso para los reactivos y el proceso de PCR. Dado que los
cartuchos son independientes, se elimina el riesgo de contaminacién cruzada entre

muestras®.

El ensayo GeneXpert MTB/ RIF incluye reactivos para la deteccion de la
tuberculosis y la resistencia a rifampicina, asi como un control de procesamiento de
muestra (SPC, Sample Processing Control) para controlar el adecuado procesamiento
de las bacterias diana y para supervisar la presencia de inhibidores en la PCR.

Mediante la funcién de comprobacion de sonda (PCC, Probe Check Control), se



comprueba la rehidratacion de los reactivos, el llenado del tubo de PCR en el
cartucho, la integridad de la sonda y la estabilidad del fluorocromo. Los cebadores del
ensayo GeneXpert MTB/ RIF amplifican una porcién del gen rpoB que contiene la
region central de 81 pares de bases. Las sondas son capaces de distinguir entre la
secuencia salvaje conservada y las mutaciones de la region central que se asocian a la

resistencia a rifampicina®.

Diagnosticar la resistencia a Rifampicina (R) es muy importante, ya que mas
del 90% de los bacilos con resistencia a este farmaco la tienen también a la Isoniacida
y, por lo tanto, son portadores de TB-MDR. Facilita la deteccion de resistencia a la R
el hecho que este farmaco tenga s6lo un gen que codifica para la resistencia, a
diferencia de la Isoniacida (1), que tiene varios genes involucrados. En la literatura se
sefiala que la sensibilidad para detectar la resistencia a la R con este método es de

95% aproximadamente, pero con una especificidad menor®.

La biologia molecular ha contribuido en forma muy importante, no sélo al
diagndstico de la tuberculosis, sino también al estudio de la resistencia a las drogas y
también tiene gran utilidad con fines epidemioldgicos, ya que hoy es posible

discriminar entre las diferentes cepas que afectan a los enfermos®.

En el afio 2015, se realizé un Ensayo Xpert MTB/RIF en el diagnéstico de
tuberculosis donde se analiz6 un total de 529 muestras. Previamente se descartaron 3
muestras en las que se detectdé M. Avium complex. De las 529 muestras 384 (73%)
fueron respiratorias y 145 (27%) no respiratorias. Un total de 43 (8%) de las 529
muestras estudiadas fueron positivas para M. tuberculosis (33 respiratorias y 10 no
respiratorias). El Xpert detectd 15 de 17 casos con baciloscopia negativa y cultivo
positivo, lo que le da una sensibilidad de 88,2% para las muestras respiratorias con
baciloscopia negativa. Se detectaron 12 muestras con resistencia a la R, 8

respiratorias y 4 no respiratorias®.



Colomer E., en su tesis doctoral Tuberculosis en el Departamento de Salud
Valencia- Doctor Peset, indica que las baciloscopias iniciales sobre las muestras de
los 469 pacientes con TB confirmada proporcionan un diagnostico preliminar de
“sospecha” de TB en 216 casos (46%) BAR positivos, siendo los 253 casos restantes
(54%) BAR negativo. La cuantificacion en cruces, de los casos positivos los clasifico
en: 21% BAR 1+ (46 casos); 27% BAR 2+ (58 casos); 26% BAR 3+ (56 casos) y
26% BAR 4+ (56 casos). Cuando se introdujo la técnica de PCR en tiempo real para
TB, se pudo realizar esta prueba en 151 casos (71,2%), ya que los 61 restantes se
diagnosticaron a partir del crecimiento en cultivo sin peticion expresa de PCR. De los
151 casos donde se realizd la técnica en casos de TB confirmada en 145 el resultado
fue positivo siendo 6 (4%) casos con aislamiento de MTB los que dieron un resultado

falso negativo®.

En 2018, se evalué una técnica de PCR en tiempo real para el diagndstico
molecular del complejo Mycobacterium tuberculosis y su resistencia a la rifampicina
en Guatemala, donde se recolectaron 523 muestras provenientes de pacientes con
sospecha de tuberculosis en el Area de Tuberculosis y Hongos del Laboratorio
Clinico del Hospital General San Juan de Dios. La sensibilidad para muestras
pulmonares procesadas con la técnica Xpert® MTB/RIF, fue de 95.65% (ICgs0 =
85.14 - 100.00, IC: indice de confianza), siendo mayor en comparacion con

extrapulmonares (68.75%, 1Cgs0 = 42.91-94.59) y la agrupacion de ambas (84.62%,

ICos0 =72.01-97.22) (pulmonares y extrapulmonares)®.

La mayor especificidad se obtuvo al analizar las muestras extrapulmonares

con un 90.18% (ICes%= 86.85-93.51), en contraste para el total de muestras con
89.05%, (ICes0% = 86.16-91.93), y las muestras pulmonares presentaron la menor
especificidad con 86.49% (I1Cos% = 80.64-92.33). Se realiz6 la comparacion entre la

técnica de Ziehl-Neelsen contra cultivo para muestras pulmonares y la totalidad de
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muestras. Las muestras extrapulmonares fueron excluidas del analisis debido a que no
se obtuvo ninguna tincion de Ziehl-Neelsen positiva. La sensibilidad para muestras
pulmonares fue de 34.78% (ICos% = 13.14-56-42), y especificidad de 97.30% (I1Cos%

=94.35-100.00)°.

En Ecuador para el afio 2018, se realiz6 un estudio para la validacion e
implementacién de GeneXpert MTB/RIF para uso rutinario en la deteccion rapida de
tuberculosis, donde 1592 muestras respiratorias y fueron analizadas en el laboratorio
del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pablica Guayaquil. El analisis de los
resultados de GeneXpert en comparacién con la baciloscopia mostraron una
sensibilidad inicial de 99,8% y especificidad de 93,2%; el analisis de discrepancias
utilizando los resultados del cultivo como método de referencia mostré que los
resultados de GeneXpert considerados falsos negativos resultaron ser verdaderos
negativos, lo mismo sucede con los falsos positivos que corresponden a verdaderos

positivos®.

En la investigacion “Importancia Diagnoéstica del "GeneXpert Mth — Rif" en
pacientes infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)”, informan
que por baciloscopia se detectd la presencia de BAR en 18 (11.84%) muestras, por
cultivo en medio solido LJ se detectd la presencia de Mtb en 33 (21.7%) muestras,
con un aislamiento de micobacteria no tuberculosa (MNT), y por Xpert Mth/Rif se
detectd la presencia de Mycobacterium tuberculosis) en 39 (25.65%) muestras, de
estas 36 (23.68%) fueron Mth-no resistente a la Rifampicina, y 3 (2.00%) fueron Mtb-
resistente a Rif, debemos aclarar que en 2 (1.31%) muestras fueron invalidadas pues
el equipo detecto error, lo que permitid obtener una sensibilidad, especificidad y

concordancia por encima del 90%?1*.



11

En Venezuela existen al menos ocho laboratorios que cuentan con la
tecnologia del GeneXpert MTB/RIF siendo el que se encuentra ubicado en Ciudad
Guayana la més reciente adquisicion. Debido a las condiciones del pais este estudio
se propone para comparar la efectividad y rentabilidad del equipo GeneXpert

MTB/RIif con una tincidon convencional como lo es la tincién de Ziehl-Neelsen.



JUSTIFICACION

En concordancia con el ultimo editorial de la Revista Venezolana de Salud
Publica, se permite agregar que para el afio 2018 la tuberculosis se perfilé como una
de las diez principales causas de mortalidad en el mundo presentandose en Venezuela

una tasa moderada de 26,1 por cada 100.000 habitantes?,

El 18 de septiembre del 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
publicé el reporte global de tuberculosis donde se revela que en el afio 2016 en
Venezuela se registraron 10.952 casos de esta enfermedad, nimero de casos que ha
ido creciendo en los Ultimos afios. Para ese mismo afio, Venezuela habia notificado al
organismo 8.592 casos, lo que evidencié que, en apenas 12 meses, el nimero de
infectados por tuberculosis se incrementd en un 28%, es decir, que existieron mas de

2.400 casos en apenas un afio*3.

El estado Delta Amacuro representa una de las mas altas casuisticas en
Venezuela especialmente en las poblaciones indigenas como la etnia Warao donde se
han conseguido prevalencias en nifios de hasta 60% de tuberculosis pulmonar en
poblaciones como San Francisco del Guayo en el Delta del Orinoco; también en
indigenas de la Orinoquia colombiana se han presentado indices en ascenso de
tuberculosis mayores al 1% de la poblacion. Entre las principales causas de este
incremento se encuentran el aumento de la resistencia del agente causal a los
farmacos, el incremento en el ndmero de casos de pacientes con VIH, el
debilitamiento de los programas de vigilancia epidemioldgica, la presencia de casos
de tuberculosis pulmonar no diagnosticada y no tratada, retardo en el diagnostico,
tratamiento y seguimiento de la enfermedad, asi como la persistencia de la
desnutricion y el hacinamiento las cuales son expresiones de la vulnerabilidad

economica en este grupo de pacientes**1°,

12
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La incidencia de la tuberculosis también se vio reflejada en el dltimo reporte
del organismo adscrito a la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) tal que, para
el afio 2016, la tasa de incidencia en Venezuela era de 32 por cada 100 mil habitantes.
En el afio 2017 esa proporcion aumento a 42 lo cual representa méas de 10 mil casos
notificados por Venezuela a la OMS los cuales corresponden en su mayoria a
tuberculosis pulmonar; 60% de los infectados también habian sido diagnosticados
como portadores del virus de inmunodeficiencia humana, tal que, la tuberculosis
figura entre las principales enfermedades oportunistas que afectan el organismo en
este grupo de pacientes debido a la deficiencia del sistema inmunolégico que produce
la infeccion por este virus. Es por esta razén, que la ONU desarroll6 una estrategia
para poner fin a la tuberculosis y asi, por primera vez, las Naciones Unidas enfatizan

la importancia de esta enfermedad infecciosa®®.

La emergencia de la Tuberculosis hace indispensable la aplicacion de técnicas
que permitan acortar el tiempo diagnostico, es por ello que se recomienda el uso de
técnicas moleculares, de las numerosas pruebas disponibles de amplificacion de
acidos nucleicos para el diagndstico de tuberculosis, la prueba de GeneXpert Mtb/RIF
es una de las mas ampliamente evaluadas. En nuestro pais, los centros hospitalarios
publicos y privados utilizan las pruebas de referencia o estandar de oro bajo las
condiciones locales de trabajo en muestras pulmonares y extrapulmonares tales como
biopsias, liquidos corporales (cefalorraquideo, pleural, peritoneal), heces u orina. Sin
embargo, no existen datos que permitan comparar su desempefio con la prueba
Xpert® MTB/RIF del sistema GeneXpert para la deteccion molecular del complejo
M. tuberculosis y su resistencia a la rifampicina debido a la poca cantidad de

laboratorios que cuentan con esta tecnologia.

El auge de casos positivos para Tuberculosis en el pais no cesa. La falta de

actualizacion en los métodos de deteccion, asi como la necesidad de areas
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especializadas y adecuadas para el andlisis y procesamiento de estas muestras infecto
contagiosas, dan lugar a incertidumbres sobre la confiabilidad y la sensibilidad de los
procesos actualmente aplicados. Tomando esto en cuenta, el presente estudio tuvo
como propoésito comparar y analizar dos de los métodos mas utilizados para el

diagnostico de M. tuberculosis, evaluar los resultados e informar al respecto.



OBJETIVOS

Objetivo General

Sefialar el rendimiento del sistema GeneXpert en comparacion con la tincion
de Ziehl-Neelsen en pacientes atendidos en el laboratorio de baciloscopia del
Ambulatorio tipo II “La Sabanita”. Abril — Agosto, 2022.

Objetivos Especificos

1) Determinar el nUmero de casos positivos y negativos de tuberculosis pulmonar
y extra pulmonar.

2) Determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos e indice de
concordancia Kappa de la metodologia Xpert para muestras pulmonares y
extra pulmonares en comparacion con la baciloscopia aplicando la tincién de
Ziehl-Neelsen.

3) Categorizar la resistencia de los aislados de MTB del area mediante el método

Xpert.

15



METODOLOGIA

Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo descriptivo, comparativo, experimental y de

corte transversal.

Poblacion

Representada por 631 pacientes, que acudieron al laboratorio de Baciloscopia
(BK) en el Ambulatorio tipo II “La Sabanita”, para la realizacion de dicho examen.

En el periodo comprendido desde abril hasta agosto del afio 2022.

Muestra

La muestra quedo representada por 170 pacientes de la poblacion estudiada,
esta cantidad comprende las muestras bioldgicas a las cuales se les procesé por
baciloscopia (BK) aplicando la tincion Ziehl-Neelsen y por el sistema GeneXpert
MTB/ RIF.

Criterios de inclusion

e Muestras pulmonares y extra pulmonares de pacientes sintomaticos
respiratorios.

e Pacientes de todas las edades.

e Pacientes de ambos sexos.

e Pacientes con factores de riesgo.

e Muestras procesadas con ambos estudios: GeneXpert y Baciloscopia (BK).

16
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Criterios de exclusién

e Pacientes con registros incompletos.

e Pacientes con solo uno de ambos estudios realizados: GeneXpert o
Baciloscopia.

e Muestras contaminadas.

e Muestras insuficientes.

e Muestras que transgredan los protocolos de bioseguridad establecidos para el
procesamiento de material infectocontagioso.

Proceso de recoleccion de datos

Los investigadores, de la mano de profesionales calificados registraron,
procesaron y analizaron conforme a los lineamientos de la Norma Oficial Venezolana
del Programa Nacional Integrado de Control de la Tuberculosis, todas las muestras

biologicas referidas al area de Baciloscopia del Ambulatorio Tipo II “La Sabanita”.

De la misma manera y bajo la aprobacién del ISP, se recabé la data de los
resultados de los pacientes que fueron remitidos al laboratorio de salud publica “Dr.
Armando Ortega” para su analisis bajo el método de GeneXpert. Esta informacion se

recolect6 desde principios de abril hasta finales de agosto del afio 2022,
Recepcidn de las muestras
1) Recepcion de las muestras, de 07:00 am a 09:00 am en el al area de

Baciloscopia del Ambulatorio Tipo II “La Sabanita”. El BK fue realizado en

muestras de esputo con aspecto mucosalival, mucoso o mucopurulento,



2)

3)

4)
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recibidas en recipientes estériles y translucidos, tapados correctamente y
debidamente identificados con los datos del paciente.

Se evalud la muestra para verificar que cumpliera con los criterios de
inclusion.

Se recolectaron 631 muestras en el periodo Abril - Agosto 2022. Las cuales
fueron enumeradas para el control interno del laboratorio e identificadas con
los datos de cada paciente. La prueba de Baciloscopia (BK) fue realizada por
los investigadores bajo la instruccion y supervision de dos expertos en el area,
los licenciados en Bioandlisis: Annalia Rondon y Ulises Medina. Las
muestras fueron procesadas al momento de ser recibidas, esto para cuidar la
viabilidad de la misma, asi como también la veracidad de los resultados.

Se evaluaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la muestra.

Una buena muestra de esputo es la que proviene del arbol bronquial, recogida

después de un esfuerzo de tos y no la que se obtiene exclusivamente de la faringe o

por aspiracion de secreciones nasales o saliva. Para los cual el personal de enfermeria

o0 el médico pueden dar las instrucciones adecuadas al paciente sobre la recoleccion

de la muestra®®.

Se debe ensefiar al paciente la siguiente técnica para una buena recoleccion de

la muestra:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Tomar aire profundamente por la boca.

Retener el aire en los pulmones por unos segundos

Toser fuertemente para eliminar la flema (gargajo, esputo).

Depositar la flema (gargajo, esputo) en el envase.

Repetir los pasos anteriores por lo menos 3 veces para obtener una buena
cantidad de flema.

Tapar bien el envase.
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g) Entregar el envase rotulado personal de salud (nombre, apellido, fecha,

namero de muestra).

Enviar la muestra lo antes posible para su procesamiento, si no puede ser
transportada al momento, se guardara en la nevera por un méximo de 4 dias para la
Baciloscopia y 2 dias para cultivo. Si no hay nevera se guardara en un lugar fresco
protegido de la luz por un méaximo de 48 horas. Cuando no se pueda enviar la muestra
en estos lapsos por estar los establecimientos ubicados en areas dispersas, que no
cuenten con medios de transporte, deberan elaborar los extendidos ese mismo dia de
su recoleccidn, el extendido de la 1dmina sera elaborado por el “personal auxiliar de
salud, previamente capacitados por el Bioanalista ( si la muestra va a ser procesada
solo por Baciloscopia y se deba observar por algunos dias, se le puede agregar 1ml de

fenol, lisol, cresol al 5% o hipoclorito de sodio al 2% (cloro industrial)*®.

Una buena muestra tiene aproximadamente 3 a 5 ml, es generalmente espesa y
mucoide. Puede ser fluida y con particulas de material purulento. El color es variable
(blanco, amarillento y hasta verdoso). A veces son sanguinolentas. Las secreciones
nasales, faringeas o la saliva no son buenas muestras para investigar tuberculosis,
aunque es conveniente examinarlas de todas formas porque siempre existe la
posibilidad de que contengan una parte de la expectoracién o bacilos expulsados por

la tos que hayan quedado en la boca, nariz o faringe!’.

Una vez recibida la muestra en el laboratorio clinico se procedio a la
identificacion de la misma con nombre, apellido, edad, sexo y condiciones
predisponentes como enfermedades de base, inmunosupresion o cualquier otro factor
de riesgo. Posteriormente, se realizo la evaluacion de la muestra y para verificar que

cumpla o no con los criterios de inclusion.
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Analisis de las muestras

El primer paso fue inspeccionar el estado en el cual son recibidas las muestras,
chequeando aspectos como: identificacion, envase adecuado, muestra apropiada,

conservacion apropiada, transporte, contaminacion visible.

Examen macroscopico

Las caracteristicas que a simple vista se distinguen de una muestra de esputo
brindan una cantidad importante de informacion sobre la calidad de la misma. Los
items que se evaluaron en este examen son: Aspecto, Cantidad, Color. Estas
observaciones se registraron aun sin haber destapado el envase en el que se recibio la
muestra, de alli la importancia de usar un envase translucido para la recoleccion de la

muestra.

El aspecto vario entre salival, mucosalival, mucoso, mucopurulento, purulento
e incluso hay ocasiones en las que se pueden observar muestras de esputo
sanguinolentas. La cantidad se midi6 en una escala cualitativa que va de escasa a
abundante, por lo general el material biologico es escaso 0 moderado. El color varia 'y
se atribuye a diferentes cuadros clinicos, pero se toma igualmente la referencia para
identificar todos los aspectos que sean posibles de la muestra, hay esputos de color
amarillo, verde, blanco, hemoptoico (rojo), asalmonado, entre otros. Todos estos

aspectos fueron evaluados y tipificados en cada muestra.

Aspecto: por naturaleza el esputo suele tener un aspecto viscoso y espeso,
aunque esto puede variar dependiendo de la calidad y la cantidad de la muestra. Se
clasificd, en base a la apreciacion visual que se tiene de la fluidez de la muestra, bajo

los siguientes términos:
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e Salival: como su nombre lo indica, este tipo de muestra presenta parcialmente
saliva mezclada con el esputo. Algunos autores y laboratorios clinicos tienen
como protocolo descartar este tipo de muestras y hacer la solicitud al paciente
de repetir nuevamente la toma. La razon de ello es que en la saliva no es
material de expectoracion, ni proviene directamente de zonas de la via
respiratoria, el material de interés es la mucosidad acumulada en estas vias, no
las secreciones salivales. Se distingue la saliva del esputo transparente por
fluidez de la misma, ademas se pueden observar en estas muestras burbujas

que le dan una apariencia espumosa.

Aunque no sea mucoso, el material recolectado debe ser examinado por
baciloscopia y cultivo, y mediante una prueba molecular rapida (como el Xpert
MTB/RIF o el Xpert MTB/ Ultra RIF), segun lo establezcan las politicas

nacionales?’.

e Mucoso: de color blanquecino, se observa en inflamaciones agudas del arbol
traqueo bronquial.

e Purulento: de color verdoso o amarillento, es caracteristico de las
supuraciones pulmonares (neumonia, bronquitis, bronquiectasias y abscesos
pulmonares). Cuando es maloliente debe sospecharse de infeccién por
microorganismos anaerobios.

e Hemoptoico: esputos que contienen algo de sangre, pero sin llegar a ser

hematicos (solo sangre).

Color: el esputo puede tener diferentes colores, estos colores ayudan a
identificar el tipo de infeccion o saber si una enfermedad crénica ha empeorado. Los

colores que con mayor frecuencia se observaron:
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e Transparente e incoloro: en general, significa que no hay enfermedad. Sin
embargo, la presencia de mucho esputo claro puede ser signo de una
enfermedad pulmonar.

e Blanco o gris: este color también puede significar normalidad, pero una
cantidad abundante puede significar enfermedad pulmonar.

e Amarillo oscuro o verde: frecuentemente se encuentra asociada a infecciones
bacterianas, como neumonia. el esputo verde amarillento también es comUn
en las personas con fibrosis quistica. La fibrosis quistica es una enfermedad
hereditaria que hace que se acumule mucosidad en los pulmones y en otros
organos.

e Rojo: puede ser un signo tempano de cancer de pulmén. También puede ser
un signo de embolia pulmonar. Ocurre cuando un coagulo de sangre se
desprende de alguna parte del cuerpo y se desplaza a los pulmones, poniendo

la vida del paciente en riesgo.

Cantidad: la cantidad normal de esputo va desde 3 a 5ml de muestra.
Cantidades menores a esta y de aspecto salival dificultan un buen procesamiento, lo

gue en consecuencia incide en la confiabilidad de los resultados.

En las fases iniciales de un proceso inflamatorio, por lo general la
expectoracion es escasa para aumentar en los periodos de estado y de declinacion. La
expectoracion muy abundante (a veces mas de 300ml/dia) suele indicar la existencia
de cavidades que drenan un bronguio en los procesos supurativos pulmonares o
bronquiectasias. Esta cantidad de esputo en ocasiones puede no observarse si el
enfermo deglute los esputos (frecuente en el sexo femenino), si hay broncoplejia u

obstruccion.
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Examen microscopico

Los bacilos acidorresistentes tienen entre 1 y 10 um de largo. Con la
coloracion de Ziehl-Neelsen se observan como bastones delgados, ligeramente
curvos, rojo fucsia destacandose claramente contra el fondo azul. A veces se observan
con granulos o cuentas intensamente coloreados en el interior. En la muestra de

esputo pueden presentarse aislados, apareados o agrupados 2.

Es muy dificil distinguir el bacilo de la tuberculosis de otras micobacterias por
examen microscopico. Algunas micobacterias que no son M. tuberculosis pueden
aparecer como bastones muy largos o como bacilococos. De todas formas, es muy
poco frecuente encontrar mas de 10 microorganismos acido resistentes diferentes a

M. tuberculosis en las muestras de esputo 2.

La prueba Gold estandar para el diagndstico de la tuberculosis (TB) es la
combinacion de la identificacion del bacilo por microscopia con la identificacion del
subtipo y su resistencia a antibiéticos mediante cultivo. Pero el lento crecimiento del
Mycobacterium tuberculosis ha llevado a la bdsqueda de pruebas répidas de
diagnostico y de nuevos métodos que lo detectan directamente, sin la necesidad de

hacer cultivos 2.

Tincién de Ziehl-Neelsen

La tincion (ZN) se fundamenta en la estructura de las paredes celulares de las
micobacterias que contienen lipidos y otros &acidos grasos (&cidos micolicos) de
elevado peso molecular, que les confieren la propiedad de resistir la decoloracion con
alcohol-acido, después de la tincion con colorantes basicos calientes, por lo que se
denominan bacterias acido resistentes o acido-alcohol resistentes. La tincion se basa

en colocar carbol-fucsina y calentar la preparacion ligeramente para solubilizar las
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ceras, lipidos y otros acidos grasos de la pared celular para que permita el paso libre

del colorante, el cual tiene una enorme afinidad por los &cidos micélicos presentes en

la pared. Al enfriar con agua, los componentes de la pared vuelven a solidificar,

resistiendo la accidn abrasiva del alcohol-acido, donde el azul de metileno se utiliza

como contratincion 2%,

En esta técnica se emplearon tres productos: Carbol Fucsina Fenicada

(Fucsina Bésica), Solucion de Azul de Metileno al 1% y Solucién de Alcohol Acido

(soluciones que conforman el Kit de Ziehl-Neelsen) 2.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Procedimiento de la Técnica

Se realiz6 el extendido en ld&minas portaobjetos y se dej6 secar.

Se fijé extendido, mediante calentamiento suave, flameandolo sobre la llama
del mechero; repitiendo 3 veces esta accion.

Se agregd colorante fucsina que cubrié la totalidad del extendido por 5
minutos.

Luego, se flamed por debajo del portaobjetos hasta el desprendimiento de
vapores blancos (evitando producir ebullicion por exceso de calor).

Se dejé enfriar 5 minutos y se repitio el flameado hasta nuevo
desprendimiento de vapores blancos. Luego se dejé enfriar 5 minutos.

Se lavo con agua corriente y se cubrid con alcohol acido al 3% durante 2
minutos.

Después se lavo con agua corriente y luego se cubrié con azul de metileno
durante 1 minuto. Se lavo con agua corriente.

Se inclind el portaobjeto hasta drenar el exceso de agua. Finalmente, se coloco
cada portaobjetos en una gradilla para que secaran al aire.

Por ultimo, se colocd una gota de aceite de inmersion sobre la lamina y se

observa al microscopio en el objetivo de 100x.
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La coloracion de Ziehl-Neelsen en extendido o frotis de la muestra es la
técnica més apropiada para ser utilizada en todos los laboratorios de los paises de
Ameérica Latina, recomendada por la Organizacién Mundial de la Salud y la Union
Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias por ser la que
asegura resultados reproducibles con un entrenamiento relativamente simple y con un
bajo costo para su implementacion. Entre los inconvenientes de la baciloscopia se
encuentra que tiene baja sensibilidad y la deteccidon requiere un minimo de carga
bacilar por muestra de 5.000 a 10.000 bacilos/mL para arrojar un diagndstico
positivo. La sensibilidad informada de un frotis Unico de esputo es del 22% al 43%,
presentando un aumento de la tasa de deteccidn cuando se analizan dos o tres frotis en
dos dias, por lo que sélo alrededor del 50% al 70% de los pacientes con tuberculosis
pulmonar activa tienen extendidos positivos. Para que la baciloscopia sea una buena
herramienta de diagndstico y control de la enfermedad, ademas de la calidad técnica
es necesaria la calidad de los registros, de los informes del laboratorio y el analisis de

la informacion que produce el laboratorio®®,

Para la lectura, se tomaron en cuenta las siguientes indicaciones:

1) Se ubico cerca del microscopio todos los elementos que se necesitan para la
lectura: (Aceite de inmersién, pafiuelos o trozos de papel suave, lapicero,
registro del laboratorio, una caja para guardar portaobjetos)

2) Se depositd una gota de aceite de inmersién en un extremo del frotis, sin tocar
el preparado con el gotero.

3) Se enfocd el extendido donde fue colocada la gota de aceite, con la lente 100x
de inmersion.

4) Se observo cada campo microscopico en superficie y profundidad, moviendo

permanentemente el micrométrico, antes de desplazarse al campo contiguo.
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5) Se observo la calidad del extendido y de la coloracion. Algunas por no
cumplir con los parametros de control de calidad interno, tuvieron que ser

repetidas.

Informe de los resultados

En la siguiente tabla se expresa la forma de reportar y la cantidad de campos a

contar para cada caso:

Resultados del Examen

Microscépico Informe
No se encuentran BAR en los 100 No se observaron bacilos acido-
campos observados. alcohol resistente.
Se observan de 1a 9 BAR en 100 Nro. Exacto de bacilos en 100
campos observados campos.

Se observan de 10 a 99 BAR en 100
Positivo (+)
campos observados.

Se observan de 1 a 10 BAR por
Positivo (++)
campo en 50 campos observados.

Se observan mas de 10 BAR por
Positivo (+++)
campo en 20 campos observados.

Los campos leidos deben ser “campos microscopicos utiles”. Se considera
campo microscopico util a aquel en el cual se observan células bronquiales
(leucocitos, células ciliadas) o fibras mucosas, que aparecen tefiidos de azul. Los
campos sin estos elementos no deben ser considerados para contar el total de campos

observados, a menos que contengan BAR?,
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El informe mediante la escala semicuantitativa estandarizada asegura la
reproducibilidad de los resultados y permite evaluar la severidad de la enfermedad,

grado de infectividad del paciente y la evolucion del paciente bajo tratamiento?.

GeneXpert Mtb/RIF

La prueba de Xpert MTB/RIF es un sistema de microfluidos integrado
compuesto por el equipo GeneXpert, cartuchos de prueba Xpert MTB / RIF, un
protocolo automatizado (amplificacion de ADN y la deteccion simultanea de la
fluorescencia) con los controles internos (CPC y SPC). Los protocolos de preparacion
de muestras se deben seguir para esputo directo (2:1) o sedimento de esputo
procesado (3:1), y para las muestras extrapulmonares seguir las medidas de

bioseguridad de acuerdo con la muestra recibida?®.

Se comprob6 la integridad del cartucho antes de su uso, la correcta
identificacion de la muestra. Se debe inocular con una cantidad suficiente (2-4 ml) de
la solucion final. Después de cargar el cartucho en el equipo GeneXpert, el software
del sistema permite supervisar el progreso de la prueba.

Para el analisis molecular GeneXpert Mtb/RIF se cumplié con el protocolo de
trabajo segln recomendaciones del fabricante; 1 mL de la muestra por 2 mL del
reactivo descontaminante GeneXpert Mth/ RIF, posteriormente se homogeniz6 en
Vortex y se dejo actuar la descontaminacion por 15 minutos, pasado este tiempo la
muestra descontaminada fue transferida con pipeta estéril al cartucho GeneXpert
Mtb/RIF el cual fue introducido en el equipo para la deteccion de Mth y
determinacion de la susceptibilidad y/o resistencia a Rifampicina, la obtencién de los
resultados se obtuvo aproximadamente en 90 minutos, lo que reafirma las bondades

de esta metodologia sobre todo para el grupo de pacientes méas vulnerable!?.
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El uso de Xpert MTB/RIF es un procedimiento de riesgo bajo y requiere el
mismo nivel de precauciones que se utilizan cuando se realiza una baciloscopia. El
principal riesgo en el laboratorio esta relacionado a la generacion de aerosoles que

puedan ser inhalados.

El riesgo de la generacion de aerosoles esta asociado a los diferentes
procedimientos realizados, su frecuencia, la carga de trabajo y la consistencia del

material utilizado (viscoso vs sélido) y su carga bacilar.

Preparacion de la muestra

1) Se abrio el frasco de esputo cuidadosamente.

2) Afadimos directamente en el frasco 2 veces el volumen del reactivo de la
muestra en el esputo (dilucion 2:1, reactivo: esputo). 1 ml de esputo fue la
cantidad minima, mientras que 3-4 ml fue la cantidad requerida ideal).

3) Para volumen de muestra mayor de 4 ml), fue necesario tomar una porcion de
reactivo de muestra en un segundo frasco, ya que cada frasco contiene una
cantidad de 8 ml de reactivo.

4) Cerramos bien el frasco y agitamos enérgicamente de 10 a 20 veces.

5) Incubamos la muestra a temperatura ambiente por 10 minutos.

6) Luego agitamos nuevamente de 10 a 20 veces.

7) Incubamos a temperatura ambiente durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo,
la muestra debe estar liquida antes de ser procesada. Verificamos que se
encuentra sin grumos visibles de esputo. Si ain la muestra persistia viscosa, se
esperaraban 5-10 minutos mas antes de inocular al cartucho (solucion final de
2-4 ml).
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Preparacion del cartucho: inoculacion

1) Abrimos el cartucho y depositamos de 2-4 mL de la muestra preparada usando
la pipeta plastica de transferencia (suministrada en el kit).

2) Introducimos la muestra cuidadosamente evitando formar aerosoles o
burbujas.

3) Se debe evitar transferir particulas solidas en el interior del cartucho.

4) Cerramos la tapa firmemente.

5) Iniciamos la prueba.

Insercién del cartucho

1) Abrimos completamente la puerta del médulo elegido indicada por una luz
verde parpadeante por encima del médulo seleccionado.

2) Insertamos el cartucho cuidadosamente con el codigo de barras hacia adelante.

3) Al cerrar la puerta del modulo con el cartucho la prueba se inicia
autométicamente.

4) Después de cargar el cartucho en el equipo GeneXpert, el software del sistema

permite supervisar el progreso de la prueba.

Al cargar el cartucho en el equipo, se siguieron las instrucciones indicadas en
el software para dar inicio a la prueba. El software del GeneXpert generd los
resultados a partir de las sefiales fluorescentes detectadas en conjunto con la
aplicacion de un algoritmo de célculo integrado. Una vez finalizada la prueba se
emitio el informe del resultado y se visualizaron las curvas de amplificacion de la
PCR. Respecto a las curvas de las sondas, cada una tuvo un valor CT (del inglés
Cycle Threshold, ciclo limite o umbral) determinado: este valor es inversamente

proporcional a la cantidad de ADN, es decir, a mayor cantidad de ADN en la muestra,
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menor el valor del CT?*. Con esta informacion, el software interpreté y clasificé los
resultados positivos para MTB en una de las siguientes categorias:

e Valores de CT menores a 16 fueron interpretados como MTB detectado en
nivel alto.

e Valores de CT entre 16-22 fueron interpretados como MTB detectado en nivel
medio.

e Valores de CT entre 22-28 correspondieron a MTB detectado en nivel bajo.

e CT mayores a 28 se interpretaron como MTB detectado muy bajo.

Esta caracteristica de la PCR en tiempo real permite que el Xpert sea
considerado como una prueba semicuantitativa, es decir, nos permitié determinar la
carga de bacterias en la muestra inicial. Como observacion, no olvidar que el

rendimiento de la prueba depende directamente de la calidad de la muestra®*.

Informes de los resultados

Transcurrido el tiempo necesario para el procesamiento de las muestras, los
resultados emitidos por el software del GeneXpert fueron registrados e interpretados

en base al manual de procedimientos del esquipo (Apéndice 1).

El Xpert MTB/RIf tiene como objetivo la identificacion del material genético
(ADN) de bacilos vivos o muertos, por tanto, no esta indicado para evaluar la
respuesta al tratamiento de TB. Para estos casos se realizara el seguimiento con las

baciloscopias y cultivos de control®,
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Analisis estadistico

Para la descripcion de forma estadistica de los resultados del estudio se utilizo

como herramienta principal el paquete Microsoft Office LTSC Standard 2021 / Excel.



RESULTADOS

En la tabla nimero 1, se muestran el nimero de casos positivos y negativos de
tuberculosis, procesadas tanto por BK, como por el sistema GeneXpert MTB/RIf. Se
observo que el nimero de casos negativos fue predominante en ambos casos, siendo
un 69.41% (n=118) en el caso del GeneXpert y 82.3% (n=140) en el caso del BK,
mientras que los casos positivos fueron de 30.59% (n=52) en el caso del GeneXpert y
17.65% (n=30) en el caso del BK.

En la tabla nimero 2, se muestran los resultados obtenidos de las 170
muestras procesadas en base al tipo de muestra (pulmonares y extra pulmonares) y el
método mediante el cual se procesd. Se observé que todas las muestras extra
pulmonares procesadas por BK arrojaron un 100% (n=25) de negatividad, mientras
que las muestras pulmonares arrojaron un 20.69% (n=30) de casos positivos y un
79.31% (n=115) de casos negativos. Por otra parte las muestras extra pulmonares
procesadas por el sistema GeneXpert arrojaron que las muestras de jugo gastrico
representaban un 84% (n=21) de las cuales un 24% (n=6) fueron positivas y un 60%
(n=15) negativas, la secrecion adenoidal representaba un 4% (n=1) el cual fue
positivo, las muestras de ganglio representaban un 8% (n=2) de las cuales 4% (n=1)
fueron positivos y 4% (n=1) negativos, finalmente la muestra de LCR representaba
un 4% (n=1) el cual fue negativo, respecto a las muestras pulmonares, se tuvo que un

30.34% (n=44) de los casos fueron positivos y 69.66% (n=101) fueron negativos.

En la tabla nimero 3, se muestra el indice de concordancia Kappa (k) entre en
método Xpert® MTB/RIF y Baciloscopia (BK) / (ZN) en base a muestras extra
pulmonares. EI nimero de verdaderos positivos ascendié 8, el numero de falsos
positivos fue de 0, los falsos negativos fueron 0 y los verdaderos negativos fueron 17.

Con todos los datos anteriores se aplico la formula k=2 (AD + BC)/ (N1*N4+
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N2*N3), correspondiente al indice de concordancia Kappa (k), el cual resultd ser de

0,00 categorizado como “leve” en la escala de interpretacion.

En la tabla nimero 4, se muestra el indice de concordancia Kappa (k) entre en
método Xpert® MTB/RIF y Baciloscopia (BK) / (ZN) en base a muestras
pulmonares. El nimero de verdaderos positivos ascendié a 29, el numero de falsos
positivos fue de 15, los falsos negativos fueron 1y los verdaderos negativos fueron
100. Con todos los datos anteriores se aplicéd la formula k= 2 (AD + BC)/ (N1*N4+
N2*N3), correspondiente al indice de concordancia Kappa (k), el cual resultd ser de

0,72 categorizado como “considerable” en la escala de interpretacion.

En la tabla nimero 5, se muestran los indicadores de desempefio de la técnica
Xpert® MTB/RIF contra técnicas convencionales de tincion como Ziehl-Neelsen en
muestras extra pulmonares. Entre los indicadores medidos estd la Sensibilidad
(96,29%), la Especificidad (72,52%), el Valor predictivo positivo (60,47%), el Valor
predictivo negativo (98,50%) y el indice kappa (0,72). Todos los parametros descritos

fueron expresados bajo un intervalo de confianza (IC) de 95%.

En la tabla nimero 6, se muestran los indicadores de desempefio de la técnica
Xpert® MTB/RIF contra técnicas convencionales de tincion como Ziehl-Neelsen en
muestras pulmonares. Entre los indicadores medidos esta la Sensibilidad (96,67%), la
Especificidad (86,96%), el Valor predictivo positivo (65,91%), el Valor predictivo
negativo (99,01%) y el indice kappa (0,72). Todos los parametros descritos fueron

expresados bajo un intervalo de confianza (IC) de 95%.

En la tabla nimero 7, se categorizé la resistencia en pacientes aislados de
MTB aplicando el Método Xpert® MTB/RIF. Para esta tabla se tomaron en cuenta
los resultados “MTB detectado: resistencia a RIF detectada” 19.23% (n=10) y
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“MTB detectado: resistencia a RIF no detectada” 80,77% (n=42), en un total de 52

muestras.

Los resultados evidenciaron que por el método de Baciloscopia (BK) se
trabajé 1 muestra en un tiempo de 10 minutos, lo que en una jornada laboral de 8
horas se traduce en 48 muestras trabajadas por jornada. Por otra parte, el método
Xpert® MTB/RIF permitio trabajar 13 muestras de forma simultanea en un tiempo de
90 minutos, lo que en una jornada laboral de 8 horas se traduce en 69 muestras

trabajadas por jornada.
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Tabla 1

Numero de casos positivos y negativos de tuberculosis

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
TECNICA
N % N % N %
GeneXpert 52 30.59 118 69.41 170 100
BK 30 17.65 140 82.35 170 100
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Tabla 2

NUumero de casos positivos y negativos de tuberculosis pulmonar y
extra pulmnar

TIPO DE MUESTRAS POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
BK

EXTRA

PULMONARES N % N % N %

JUGO GASTRICO 0 0 21 84 21 84

SEC ADENOIDAL 0 0 1 4 1 4

GANGLIO 0 0 2 8 2 8

LCR 0 0 1 4 1 4
TOTAL 25 100

PULMONARES

ESPUTO 30 20.69 115 79.31 145 100

TIPO DE MUESTRAS POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL

GeneXpert

EXTRA

PULMONARES N % N % N %

JUGO GASTRICO 6 24 15 60 21 84

SEC ADENOIDAL 1 4 0 0 1 4

GANGLIO 1 4 1 4 2 8

LCR 0 0 1 4 1 4
TOTAL 25 100

PULMONARES

ESPUTO 44 30.34 101 69.66 145 100
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indice de concordancia Kappa (k) entre el método Xpert® MTB/RIF y

Baciloscopia (BK). Muestras extra pulmonares

Baciloscopia (BK) / ZN

POS NEG Total
POS 0 8 8
Xpert® MTB/RIF
NEG 0 17 7
Total 0 25 25
k=2 (AD + BC)/ (N1*N4+ N2*N3) k= 0.00
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Tabla 4

indice de concordancia Kappa (k) entre el método Xpert® MTB/RIF y
Baciloscopia (BK). Muestras pulmonares

Baciloscopia(BK) / ZN

POS NEG Total
POS 29 15 44
Xpert® MTB/RIF
NEG 1 100 101
Total 30 115 145

k= 2 (AD + BC)/ (N1*N4+ N2*N3) k= 0.72
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Tabla 5

Indicadores de desempefio de la técnica Xpert® MTB/RIF contra Ziehl-

Neelsen. Muestras extra pulmonares

Total de muestras %

Indicador [n] (IC 95%)
Sensibilidad 96,29 [26/27]  (89,02-100,00)
Especificidad 79,52 [66/83] (69,52-89,52)

Valor predictivo positivo 60,47 [26/43] (51,47-69,47)
Valor predictivo negativo 98,50 [66/67] (97,50-99,5)

indice Kappa (k) 0,64 (0,49-0,79)
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Tabla 6

Indicadores de desempefio de la técnica Xpert® MTB/RIF contra Ziehl-

Neelsen. Muestras pulmonares

Total de muestras % [n]

Indicador
(1C 95%)
Sensibilidad 96,67 [29/30]  (88,16-100,00)
Especificidad 86,96 [100/115] (80,96-92,96)
Valor predictivo positivo 65,91 [29/44] (48,91-82,91)
Valor predictivo negativo 99,01 [100/101] (98,01-100,00)

indice Kappa (k) 0,72 (0,65-0,79)
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Tabla 7

Categorizacion de la resistencia en pacientes aislados de

Mycobacterium tuberculosis. Método Xpert® MTB/RIF

Diagnéstico N %
MTB detectado: resistencia a RIF detectada. 10 19.23%
MTB detectado: resistencia a RIF no detectada. 42 80.77%
52 100%

Total



DISCUSION

En este estudio se analizaron 170 muestras. En 30 de estas muestras (17.65%),
fueron detectados BAR asociados directamente al complejo M. tuberculosis mediante
la baciloscopia mientras que a través del metodo Xpert® MTB/RIF se obtuvieron los
resultados “No detectados”, 0 negativo, con un 69,41% por sobre los casos positivos
“Detectado/No detectado” y “Detectado/ Detectado” los cuales suman un 30,59% de
la incidencia (n= 52).

Debido a que la sensibilidad y la especificidad son medidas de acuerdo no
calibradas, en donde, el azar estd involucrado, es necesario conocer el verdadero
grado de acuerdo y reproducibilidad de la prueba ajustando el efecto del azar?®; para
ello, se calculd el indice de concordancia Kappa. La concordancia adquiere
importancia cuando se desea conocer si con un método o instrumento nuevo, se
obtienen resultados equivalentes de tal manera que eventualmente uno y otro puedan
ser reemplazados o intercambiados, ya sea porque uno sea menos costoso, 0 porque

es mas seguro para el paciente?’.

Para evaluar el desempefio del método Xpert® MTB/RIF se tomaron en
cuenta varios indicadores, entre ellos el ya mencionado indice Kappa. Resultante de
una relacion matematica (Anexo 11) entre verdaderos positivos, verdaderos
negativos, falsos positivos y falsos negativos. Para esta investigacion el indice Kappa
fue de 0,72 (1Cos59% = 0,49 - 0,79) para muestras pulmonares, lo que se interpreta como
una fuerza de concordancia considerable y de 0,00 para muestras extra pulmonares,
interpretandose como leve (Anexo 12). El resultado se debe a la cantidad de falsos
negativos arrojados por la Baciloscopia, al tener una carga bacilar menor a 5.000

bacilos/mL no se refleja un diagnostico positivo, causando asi una discrepancia en los
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resultados en referencia al método Xpert® MTB/RIF el cual si puede detectar la

secuencia diana de MTB aun en bajas cargas bacilares.

En un estudio de Cepheid en el 2010, se analizaron las caracteristicas de
rendimiento de la prueba Xpert® MTB/RIF que plantea el fabricante, en dos centros
hospitalarios con muestras pulmonares; la sensibilidad reportada para la deteccion del
complejo M. tuberculosis varia entre 96.5% y 99.1%?%, valores cercanos a los
obtenidos en este estudio 96,29% n = [26/27] (ICes% = 89,02 - 100,00) (Tabla 6). Por
lo que la capacidad de Xpert® MTB/RIF para identificar correctamente, a los
individuos con cultivo positivo para M. tuberculosis es considerablemente alta en
muestras pulmonares. Asi mismo, la alta carga bacilar que contengan las muestras,
aumenta la probabilidad de deteccion del ADN del complejo M. tuberculosis, debido
a que Xpert® MTB/RIF presenta un limite de deteccion estimado de 131 UFC/mL
(1C95% = 106.2 — 176.4 UFC/mL) %; esta carga aumenta la probabilidad de
crecimiento en el cultivo sélido/liquido en donde se necesitan como minimo de 10-

100 bacilos en la muestra?®, disminuyendo asi los falsos negativos.

Debido a que la técnica Xpert® MTB/RIF contiene cebadores que amplifican
una porcion del gen rpop (region de 81 pb), asi como cinco sondas (A-E) para las
mutaciones dentro de la region determinante de resistencia a rifampicina; cuando M.
tuberculosis es detectada por al menos dos de cinco sondas, esta es identificada como
resistente al farmaco®®, lo cual hace que esta técnica llegue a presentar alta
sensibilidad y especificidad para la determinacion de resistencia a la rifampicina. Sin
embargo, diversos autores han reportado discrepancia en la deteccion de este gen,
presentando falsos negativos cuando el paciente se encuentra infectado con multiples
cepas de tuberculosis, ya que Xpert® MTB/RIF solamente puede detectar el gen rpof
y no todas las mutaciones que puedan llegar a causar resistencia a la rifampicina®..

Asi mismo, estudios previos han reportado que luego de analizar cientos de muestras,
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se pueden obtener resultados tanto falsos negativos como falsos positivos de

resistencia al farmaco.

Estas variaciones pueden deberse a la presencia de secuencias tipo rpof
salvaje que puedan llegar a ser detectadas por las sondas de Xpert® MTB/RIF, como
secuencias resistentes del gen, dando lugar a que intrinsecamente sea mas susceptible
a presentar falsos negativos a la sensibilidad del farmaco, en las poblaciones de M.
tuberculosis con objetivos mixtos (secuencia salvaje y secuencia resistente del gen

rpoP), por lo que puede llegar a afectar la sensibilidad y especificidad de la prueba®.

En cuanto a la especificidad de la técnica Xpert® MTB/RIF contra Ziehl-
Neelsen, en muestras extra pulmonares, arribé hasta un 79,52% n = [66/83] (ICgs% =
69,52 - 89,52) y en muestras pulmonares un 86.96% n = [100/114] (ICgs% = 80,96 -
92,96). Un porcentaje menor en comparacion a la sensibilidad, resultado de las
discrepancias ya mencionadas que provocan los falsos negativos. Multiples errores
pueden provocar falsos negativos en el procesamiento de una muestra para (BK),
pueden ser sistematicos o aleatorios, con mayor frecuencia puede deberse a una mala
practica al momento de preparar la muestra, el extendido, o la tincién; al momento de
contar también puede darse un error por negligencia al no visualizar la cantidad de

campos obligatorios para dar un diagnéstico negativo.

El VPP para muestras extra pulmonares fue de 60,47% n = [26/43] (ICos5% =
51,47 - 69,47) y el VPN fue de 98,50% n = [66/67] (ICgs0 = 97,50 - 99,5), mientras
que para muestras pulmonares el VPP fue de 65,91% n = [29/44] (ICos% = 48,91 -
82,91) y el VPN fue de 99,01% n = [100/101] (ICgs% = 98,01 - 100,00). Por lo cual la
probabilidad de que resultados negativos provenientes del Xpert® MTB/RIF, acierten
en dar un diagnostico negativo son muy altas. EI VPP se ve afectado de igual manera

por los falsos positivos y esto hace que su porcentaje de probabilidad sea mucho
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menos, lo que se traduce en incertidumbre al momento de predecir valores positivos
para MTB.

La estrecha relacion entre la técnica de Ziehl-Neelsen y el método Xpert®
MTB/RIF para el diagndstico de tuberculosis (TB) han motivado esta investigacion a
la busqueda de una resolucion entre ambos métodos y el impacto que podria tener
sobre la demora en la entrega de resultados de los estudios microbioldgicos. De forma
experimental se recabaron los datos necesarios para relacionar el nimero de muestras
trabajadas de forma correcta, y el tiempo que conllevar procesarlas en una jornada

laboral de 8 horas.

Aplicando BK segun las normativas de bioseguridad y los protocolos para el
procesamiento de muestras microbioldgicas, se puede procesar 1 muestra a la vez,
procesar dicha muestra en manos de un profesional capacitado en el area de
baciloscopia demora aproximadamente 10 minutos (tiempo promedio medido de
forma experimental en el proceso de esta investigacion bajo la observacion de la
Lcda. Annalia Rondén y el Lcdo. Ulises Medina), lo que a su vez se traduce en 48
muestras correctamente procesadas en una jornada de 8 horas. Por otra parte al
aplicar el método Xpert® MTB/RIF respetando de igual maneras las normas de
bioseguridad y el procedimiento de la técnica, se pueden procesar de manera
simultanea 13 muestras a la vez, pero los resultados se obtendran al cabo de 90
minutos, lo que significa que al final de una jornada de 8 horas se procesaran

correctamente 69 muestras.

Las diferencias entre ambos métodos son claras, la facilidad de poder procesar
13 muestras a la vez, sin mayor presion o capacitacion por parte del recurso humano,
es algo que favorece al método Xpert® MTB/RIF y a la mayoria de los métodos

moleculares automatizados. Sin embargo, el factor tiempo en relacion muestra-
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resultado se inclina hacia el BK si ponemos como referencia el procesar una sola

muestra.

El impacto que tendria en la entrega de resultados el incluir métodos
moleculares va a depender del enfoque que se les dé. Si bien los estudios
microbioldgicos llevan un tiempo mayor a otro tipo de estudios mas rutinarios, el
objetivo de comparar es hacer estimaciones de tiempo, costo y confiabilidad que
influyan de manera positiva en el proceso analitico y diagnostico de enfermedades

como la tuberculosis.

Como sucede con otras bacterias, M. tuberculosis tiene la capacidad de
desarrollar resistencia a los efectos de los farmacos. La TB resistente fue reconocida
tras la introduccion del primer farmaco antituberculoso, la estreptomicina, al final de
los afios 40. El rapido desarrollo de resistencias a la monoterapia condujo, con la
finalidad de combatirlas, a la aparicion de multiples farmacos cuya combinacion

constituye en la actualidad la piedra angular del tratamiento frente a la tuberculosis®3.

Las cepas de M. tuberculosis que son resistentes a isoniazida y rifampicina,
con o sin resistencia a otras drogas, han sido denominadas cepas multirresistentes a
drogas o TB-MDR. La OMS estima que 50 millones de personas a nivel mundial
podrian estar infectadas con TB-MDR y que aproximadamente 3,1% de los 8,8
millones de nuevos casos en el afio 2002 fueron causados por TB-MDR®2, Para este
estudio se categorizd la resistencia en pacientes aislados de MTB atendidos en el
Ambulatorio tipo II “La Sabanita” de Ciudad Bolivar — Estado Bolivar aplicando el
Método Xpert® MTB/RIF. Los resultados arrojaron que 19,23% (n=10) de los casos
detectados (n=52), presentan resistencia Rifampicina, cifras similares a las obtenidas
en 2002 por la OMS.



CONCLUSIONES

El nimero de casos positivos para tuberculosis pulmonar en los pacientes que
acuden al Ambulatorio tipo II “La Sabanita” entre los meses de Agosto a Abril del
afio 2022 fue de 52 (30,59%), mientras que el nimero de casos negativos fue de 118
(69,41%).

Para las muestras procesadas con la tecnologia Xpert contra la Baciloscopia
aplicando la tincion de Ziehl-Neelsen los indicadores de desempefios muestran una
sensibilidad de 96,67% para muestras pulmonares y 96.29% para muestras extra
pulmonares, una especificidad de 86,96% para muestras pulmonares y 79.52% para
muestras extra pulmonares, valores de prediccion positivos de 65,91% para muestras
pulmonares y 60.47% para muestras extra pulmonares, y de prediccion negativos
99,01% para muestras pulmonares y 98.50% para muestras extra pulmonares, ademas
el indice de Kappa se ubico en 0,72 que en la escala de interpretacion se traduce

como una concordancia considerable.

Introducir métodos moleculares para el diagnéstico de M. tuberculosis,
acortara los tiempos en la entrega de resultados por lotes. Sin embargo, la
Baciloscopia (BK) aplicando la tincién de Ziehl-Neelsen es el método més rapido
para la deteccion de BAR en la relacion muestra/resultado.

La resistencia a Rifampicina del grupo M. tuberculosis es un factor que esta
en constante seguimiento por su importancia a nivel epidemiologico. De las 52
muestras procesadas en las que se detecto la secuencia diana de MTB, 10 presentaron

resistencia a Rifampicina (19,23%).
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RECOMENDACIONES

Realizar mas investigaciones sobre la metodologia Xpert MTB/RIF, sus
aplicaciones, su rendimiento y eficacia en relacion a otros métodos de deteccion para

M. tuberculosis aplicados en Venezuela.

Realizar una comparacion de la metodologia Xpert MTB/RIF versus el
cultivo, junto a otra prueba molecular para (ensayo de base solida de hibridacion,
amplificacion isotérmica mediada por lazo, entre otros), para comprar el desempefio

de la prueba.

Realizar un estudio similar con mayor numero de muestras resistentes a
Rifampicina, para evaluar si existe discrepancia en la eficacia del método Xpert
MTB/RIF.

Realizar un estudio con mayor nimero de muestras tanto pulmonares como

extrapulmonares, para evaluar la eficacia de la metodologia Xpert MTB/RIF.

Realizar un estudio de la estimacion de costos que conllevaria la introduccion

de métodos moleculares al sistema de salud para el diagnéstico de M. tuberculosis.

Fomentar a través de las instituciones y casas de estudio la actualizacion
constante de los conocimientos y métodos aplicados para el diagnéstico de M.

tuberculosis.
Concientizar a través de campafas informativas, sobre los riesgos de la

automedicacion y su relacién con el aumento de resistencia a Rifampicina y otros

antibioticos de amplio espectro.
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Apéndice 1

Interpretacion de resultados método Xpert MTB/RIF

Resultado

Interpretacién

MTB detectado:
resistencia a RIF detectada
(MTB DETECTED; Rif
Resistance DETECTED)

La muestra contiene la secuencia diana de MTB.
Se ha detectado una mutacién en el gen rpof3
Controles internos:
No aplica la deteccion de la sonda SPC. No se requiere de
una sefial del SPC porque la amplificacion de MTB podria
competir con ese control.

Resultados de comprobacion de la sonda aceptables.

MTB detectado:
resistencia a RIF NO
detectada (MTB DETECTED,;
Rif Resistance NOT
DETECTED)

La muestra contiene la secuencia diana de MTB.
No se ha detectado una mutacién en el gen rpof3
Controles internos:
No aplica la deteccion de la sonda SPC. No se requiere de
una sefal del SPC porque la amplificacion de MTB podria
competir con ese control.

Resultados de comprobacion de la sonda aceptables.

MTB detectado:
resistencia a RIF NO
indeterminada (MTB
DETECTED; Rif Resistance
INDETERMINATE)

La muestra contiene la secuencia diana de MTB.
No se puede determinar la resistencia a RIF debido a una
deteccion insuficiente de la sefial.
Controles internos:
No aplica la deteccion de la sonda SPC. No se requiere de
una sefal del SPC porque la amplificacion de MTB podria
competir con ese control.

Resultados de comprobacion de las sondas aceptables.

MTB no detectado:
(MTB Not detected)

No se ha detectado la secuencia diana de MTB.
Controles internos:
No aplica la deteccion de la sonda SPC. No se requiere de
una sefal del SPC porque la amplificacion de MTB podria
competir con ese control.

Resultados de comprobacion de la sonda aceptables.




No valido (INVALID)
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No se puede determinar la presencia o ausencia de
MTB. Se debe repetir la prueba
Controles internos:
SPC incorrecto. No se cumplen los criterios de aceptacion,
la muestra no se ha procesado correctamente o se ha
inhibido la PCR.
Resultados de comprobacién de las sondas aceptables.

Error (ERROR)

No se puede determinar la presencia o ausencia de
MTB. Se debe repetir la prueba
Controles internos:
SPC sin resultado.
Comprobacion de la sonda incorrecta. Uno o todos los
resultados de este control han fallado.
Nota: si la comprobacion de la sonda es correcta, el error se

debe al fallo de un componente del sistema.

Sin resultado (NO
RESULT)

No se puede determinar la presencia o ausencia de
MTB. Se debe repetir la prueba
Controles internos:
SPC sin resultado.

Comprobacién de la sonda no aplica.




Apéndice 2

Solicitud al Instituto de Salud Publica del Estado Bolivar
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA CIENCIAS DE LA SALUD
“DR. FRANCISCO VIRGILIO BATTISTINI CASALTA”
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Dirigida a: Dr. Manuel Maurera
Autoridad Unica en Salud
Instituto de Salud Publica del Estado Bolivar

Reciba primeramente un cordial saludo por parte de nuestra casa de estudio,
y el agradecimiento por su colaboracién al sistema de salud nacional en la
formacién e instruccion de nuestros futuros profesionales.

A través de la presente, en concordancia con la mutua colaboracién y
compromiso para la edificacion de las generaciones de relevo. Hacemos solicitud
de su autorizacion como institucion, para dar uso a una data determinada de
pacientes solicitantes del analisis de Baciloscopia (BK) en el centro asistencial
laboratorio de Baciloscopia del Ambulatorio Tipo Il “La Sabanita”. Asi como
también, la data de las muestras remitidas por el centro antes mencionado, al
sistema GeneXpert ubicado en Ciudad Guayana. Todo esto en un periodo de
tiempo comprendido desde abril hasta agosto del afio en curso con el fin de
realizar un estudio comparativo que garantice el impacto que tiene el uso de
técnicas de biologia molecular en el diagnéstico y tratamiento contra la
tuberculosis, con fines educativos para la realizacion de un trabajo de grado para
optar por el titulo de licenciatura en Bioanalisis.

Los datos solicitados incluyen el nimero de casos positivos y negativos de
pacientes comunes y con factores de riesgo, garantizamos que la informacion
manejada serd tratada en conciencia y respeto a la confidencialidad a la que
estamos obligados para con los usuarios. Sin revelar nombres, apellidos,
poblaciones de origen o ningln otro factor por el que puedan ser identificados.

(_dadl (. Zoee/
Doctor Manuel Maurera Licenciada Antonella Antonucci




Anexo 1

Extendido de las muestras para tincion (ZN) (Br. Claudia Rojas)

Anexo 2

Serie de muestras procesadas (Area desinfectada)
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Anexo 3

Serie de muestras previa observacion (Aceite de inmersion)

Anexo 4

Observacion de las muestras procesadas (Br. Claudia Rojas)




Anexo 5

Registro y analisis de la data GeneXperty BK (Br. Viomar Lopez)

Anexo 6

Observacion de las muestras procesadas (Lda. Annalia Rondon)
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Anexo 7

Campos 100x. Tincion Ziehl-Neelsen. Baciloscopia (BK).
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Anexo 8

Equipo y elementos necesarios para el Xpert® MTB/RIF

Cartucho
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Anexo 9
Seleccion y llenado de cartuchos Xpert® MTB/RIF

66



67

Anexo 10
Seleccion, Insercion, Lectura y Seguimiento. Método Xpert® MTB/RIF

Insercion

Seguimiento
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Anexo 11

Indicadores de desempefio para una prueba diagnostica.

Modelo de referencia

Positivo Negativo
Positi Verdadero positivo (a): Tienen Falso positivo (b): No tienen la
ositivo
la enfermedad y la prueba positiva. enfermedad, pero la prueba es positiva
) _ Verdadero negativo (d): No
) Falso negativo (c): Tienen la
Negativo

) tienen la enfermedad y la prueba es
enfermedad, pero la prueba es negativa

negativa

Fuente: Gordis, L. (2015). Epidemiologia. (5% ed.). Evaluacion de la validez y

fiabilidad de las pruebas diagndsticas y de cribado. (pp. 88-115). Espafia: Elsevier
Saunders.

Indicador Formula
Sensibilidad al(a+c)
Especificidad d/(b+d)
Valor predictivo positivo al(a+b)
Valor predictivo negativo d/(c+d)

Fuente: Gordis, L. (2015). Epidemiologia. (5% ed.). Evaluacién de la validez y

fiabilidad de las pruebas diagnoésticas y de cribado. (pp. 88-115). Espafia: Elsevier
Saunders.
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Anexo 12
Indice de concordancia Kappa (k).

Modelo de referencia

Método 1
I
| B N1
Método 2
O D N2
3 N4 Total
Formula: k=2 (AD + BC)/ (N1*N4+ N2*N3)

Interpretacion del indice de concordancia Kappa (k)

Kappa Concordancia
<0.00 Pobre
0.00-0.20 Leve
0.21-0.40 Razonable
0.40-0.60 Moderada
0.61-0.80 Considerable
0.80-1.00 Perfecta

Fuente: Landis, J. & Koch, G. (1977). The measurement of observer

agreement for categorical data. Biometrics, 33, 159-174.
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