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RESUMEN

La tuberculosis es una de las infecciones producida por una bacteria llamada Mycobacterium
tuberculosis también llamado bacilo de “Koch” y se caracteriza por sintomas de escalofrios,
fiebre nocturna, etc. Objetivo: Revelar el diagnostico in vitro de PCR en tiempo real para la
deteccion de Mycobacterium tuberculosis y mutaciones del gen rpoB en pacientes sintomaticos
respiratorios del Hospital Regional de Huacho — 2021. Métodos: La presente investigacion
estuvo conformada por una poblacion de 287 pacientes sintomaticos respiratorios, el tipo de
investigacion es de tipo basico y un estudio de tipo transversal, los resultados fueron procesados
utilizando el programa de Microsoft Excel 2016 considerando un nivel de significancia de 95%
y el indice de Kappa. Resultados: se obtuvo como resultado frente al método Xpert segiin su
origen de nacimiento, se obtuvo 18.12% del sexo femenino y 81.82% del sexo masculino; segun
su comorbilidad de la investigacion, Personas viviendo con VIH 0.35 %, Personas privadas de
su libertad 60.63 %, Personas con diabetes mellitus 0.00 %, Contactos TB-MDR 1.05 %, Nifios
menores de 11 afos 2.44 %, Adolescentes 0.35 %, Trabajadores de salud 6.27 %, Th
extrapulmonar (Jugo Gastrico, Lig Ascitico y LCR) 4.53%, Adultos mayores de 60 afios 15.33
%, Mujeres gestantes, Casos en seguimiento diagndstico y Trabajadores penitenciarios 0.00 %,
Antes tratados 12.89%. La identificacion de la mutacion gen rpoB se observo un 3.64% MTB
DETECTADO ALTO y un 3.64% MTB DETECTADO MEDIO. Finalmente obteniendo un
indice de Kappa de 0.648 lo que indica una buena concordancia entre ambas pruebas y no
inferioridad de las pruebas modificadas en relacion a lo convencional. Conclusion: se concluye
con que el grupo etario con mayor nimero de muestras procesadas fue en la etapa de adultos del
sexo masculino, se observé un elevado porcentaje de comorbilidad en personas privadas de su
libertad con un 60.63%, teniendo la muestra bioldgica con mayor uso en la investigacion de
esputo, finalmente se observéd que la mutacion gen rpoB en un 7.27%, consecuentemente la
evaluacion de la sensibilidad fue de 53.6%, especificidad de 100% y valores predictivos
negativo (VPN) de 100%.

Palabras claves: diagnostico in vitro, PCR en tiempo real, Mycobacterium tuberculosis,

mutaciones del gen rpoB, pacientes sintomaticos respiratorios
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ABSTRACT

Tuberculosis is one of the infections produced by a bacterium called Mycobacterium
tuberculosis also called "Koch's" bacillus and is characterized by symptoms of chills, night
fever, etc. Objective: To reveal the in vitro diagnosis of real-time PCR for the detection of
Mycobacterium tuberculosis and rpoB gene mutations in respiratory symptomatic patients of
the Regional Hospital of Huacho - 2021. Methods: The present research consisted of a
population of 287 respiratory symptomatic patients, the type of research is basic and a cross-
sectional study, the results were processed using the Microsoft Excel 2016 program considering
a significance level of 95% and the Kappa Index. Results: The results obtained for the Xpert
method according to origin of birth were 18.12% female and 81.82% male; according to
comorbidity, people living with HIV 0.35%, people deprived of their liberty 60.63%, people
with diabetes mellitus 0.00%, MDR-TB contacts 1. 05 %, Children under 11 years 2.44 %,
Adolescents 0.35 %, Health workers 6.27 %, Extrapulmonary Tb (gastric juice, ascitic fluid and
CSF) 4.53 %, Adults over 60 years 15.33 %, Pregnant women, Cases under diagnostic follow-
up and Prison workers 0.00 %, Previously treated 12.89 %. The identification of the rpoB gene
mutation showed 3.64% MTB HIGH DETECTED and 3.64% MTB MEDIUM DETECTED.
Finally, a Kappa index of 0.648 was obtained, which indicates a good concordance between
both tests and non-inferiority of the modified tests in relation to the conventional. Conclusion:
The conclusion is that the age group with the highest number of samples processed was adults
of the male sex, a high percentage of comorbidity was observed in persons deprived of their
freedom with 60.63%, having the biological sample with the highest use in the investigation of
sputum, finally it was observed that the rpoB gene mutation in 7.27%, consequently the
evaluation of the sensitivity was 53.6%, specificity of 100% and negative predictive values
(NPV) of 100%.

Keywords: in vitro diagnosis, real-time PCR, Mycobacterium tuberculosis, rpoB gene

mutations, respiratory symptomatic patients.
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INTRODUCCION

Esta tesis titulada “Diagnostico in vitro de PCR en tiempo real para la deteccion de
Mycobacterium tuberculosis y mutaciones del gen rpoB en pacientes sintomaticos
respiratorios del Hospital Regional de Huacho — 2021 ”, ubicado la zona de obtencion de
informacion en el distrito de Huaura, Provincia de Huacho, departamento de Lima, por esta
pandemia los pacientes sintomaticos respiratorios para cualquier enfermedad respiratoria han
dejado de asistir a centro de salud aun teniendo sintomatologia para tuberculosis, por miedo a
contagiarse de Covid-19, esto hace referencia a una mala informacion recibida y esto genera
que pacientes no sean atendido a primer tiempo de inicio de la enfermedad.

Pero con la nueva tecnologia de hoy en pleno siglo XXI, se tiene un analisis de prueba de PCR
(reaccion de cadena polimerasa) para la deteccion de tuberculosis, y resistencia a uno de los
medicamentos principales para este mal, que es la Rifanpicina

CAPITULO I, El “Planteamiento del problema” de acuerdo con sus respectivos componentes:
Descripcion de la realidad problematica, formulacion del problema, objetivos, justificacion,
delimitacién del estudio y la viabilidad del estudio.

El CAPITULO I, el “Marco tedrico” se menciona los antecedentes, bases tedricas, bases
filoséficas, definicion de términos basicos, hipotesis y la Operacionalizacion de las variables.
El CAPITULOIII, la “Metodologia” que incluye disenio metodoldgico, poblacion — muestra,
técnicas de recoleccion de datos, técnicas para el procesamiento de la informacion y matriz de
consistencia

El CAPITULO 1V, Resultados, teniendo en cuenta los resultados y procesamiento de datos.
CAPITULO V, Discusion de la investigacion

CAPITULO VI, Conclusiones y recomendaciones

CAPITULO VII, Fuentes de Informacion, teniendo en cuenta sus componentes, fuentes
bibliogréficas, hemerogréaficas, documentales, y electrénicas.

ANEXOS: que consta de las evidencias del trabajo de investigacion, encuesta, matriz de

consistencia.



CAPITULO I:
PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA




1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

En muchas investigaciones de tuberculosis (TB) esta enfermedad es muy contagiosa y causada
por Mycobacterium tuberculosis, afectando al hombre y mujeres de todo el mundo y presenta
un serio problema de salud a nivel mundial ya que principalmente afecta a los pulmones; pero
también puede localizarse en otras zonas como son la pleura, ganglios linfaticos, sistema
osteoarticular, sistema nervioso, abdomen, pericardio entre otros. Esta enfermedad es una de las
mas mortales y antiguas que afecta al ser humano y que posee una amplia distribucion en el
mundo; al afio causa 2 millones de muerte de personas; en investigaciones recientes se hace
referencia como la peor epidemia del siglo XXI, asociada en ocasiones la aparicion de cepas
drogoresistente a los farmacos tradicionalmente empleados en su tratamiento y a la presencia
del VIH/SIDA. (Paneque & Rojas, 2018)

En el afio 2018, la tuberculosis (TB), fue una de las enfermedades que afecto a mas de 10
millones de personas nivel mundial, de las cuales 1,5 millones de personas fallecieron a causa
de la tuberculosis (entre ellas, 251 000 personas con VIH), 1,1 millones de nifios, de los cuales
251 000 fallecieron a causa la tuberculosis (entre ellos, nifios con TB asociada a VIH); segun la
OMS se estimo que hubo 484 000 nuevos casos con resistencia a la rifampicina, de los cuales
un 78% con tuberculosis multirresistente. (OMS, 2019)

La Situacion de Tuberculosis en el Peru afio 2016. OPS/OMS, la incidencia estimada de TB (x
100.000 hab.) los primeros 10 paises en América 2016, el Per( se encuentra en el segundo lugar,
ocupando Haiti el primer lugar, seguido de Bolivia, Guyana, Rep. Dominicana, el salvador,
Panam4, Ecuador, Nicaragua y Brasil; siendo en Per( los departamentos con alto riesgo Lima

(siendo el Callao el primer lugar de infeccion), Ucayali y Madre de Dios.

En el Per( para el afio 2016 y 2017, hubo una mejora en el departamento de Moquegua siendo
de alto riesgo para TB, en el afio 2017 bajo a mediano riesgo y San Martin estando en mediano
riesgo en el 2016 mejor0d pasando a bajo riesgo en el 2017. (Rios, 2018). En el 2017 se
notificaron 31 087 2016 casos de tuberculosis, de ellos, 1 457 corresponden a TB MDR/RR y
121 a TB-XDR. (OPS, 2017)

En ambito del control de la tuberculosis a nivel mundial, como prioridad tienen una mejor
deteccidn y mas temprana su deteccién de los casos de tuberculosis positivos, incluidos aquellos

que son baciloscopia negativa, que a menudo estan asociados a la coinfeccién por el VIH y otras
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enfermedades, la mejora de la capacidad para diagnosticar la tuberculosis multirresistente
(OMS, 2010)

Un total de 1,4 millones de personas fallecieron a causa de tuberculosis en el afio 2019 (entre
ellas 208 000 personas con VIH). A nivel mundial, la tuberculosis es una de las 10 principales
causas de muerte y una de las principales causas por un unico agente infeccioso (por encima del
VIH/sida). Se estimd que en 2019 enfermaron unas 10 millones de personas en todo el mundo:
5,6 millones de hombres, 3,2 millones de mujeres y 1,2 millones de nifios. La tuberculosis esta

presente en todo el mundo y grupo etario. (CDC. 2021)

Los métodos convencionales de laboratorio son lentos y engorrosos, por lo que las iniciativas
de investigacion y desarrollo en esta materia se centran en métodos nuevos que propicien la
deteccidn rapida como la incorpacion de nuevas tecnologias como GENEXPERT MTB/RIF
(OMS, 2010)

Durante esta pandemia desde el afio 2020 a 2021 por Covid 19, los pacientes al temor de
contagiarse o mala informacion que desconocen, los pacientes sintomaticos respiratorios
prefieren no acudir a centros de salud para no contagiarse de Covid, sin darse cuenta que la

sintomatologia es similar al de la tuberculosis y dejando de lado de tratar la enfermedad original.

Una nueva estrategia de tamizaje y notificacion temprana, para el control de la transmision de
tuberculosis mediante un algoritmo diagnostico que incluye Xpert MTB/RIF, baciloscopia y

cultivo.

1.2.  FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema general
o ¢Se podré realizar diagnostico in vitro de PCR en tiempo real de Mycobacterium
tuberculosis y mutaciones del gen rpoB en pacientes sintomaticos respiratorios del
Hospital Regional de Huacho - 2021?

1.2.2. Problema especifico
o ¢Se podra estimar el nimero de pacientes que presenta Mycobacterium tuberculosis y a la

mutacion del Gen rpoB por GeneXpert MTB/RIF del Hospital Regional de Huacho - 2021?
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o ¢Se podra estimar la cantidad de pacientes que presenta Mycobacterium tuberculosis en
GeneXpert MTB/RIF segln grupo etario, sexo y comorbilidad del Hospital Regional de
Huacho - 20217

o ¢Se podra evaluar la sensibilidad y valores predictivos de BAAR-Ziehl-Neelsen vy
GeneXpert (MTB/RIF) en muestras de pacientes sintomaticos respiratorias del
Hospital Regional de Huacho - 2021?

1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.1. Objetivo general

o Revelar el diagnostico in vitro de PCR en tiempo real para la deteccion de Mycobacterium
tuberculosis y mutaciones del gen rpoB en pacientes sintomaticos respiratorios del
Hospital Regional de Huacho - 2021

1.3.2. Objetivo especifico

o ldentificar el nimero de pacientes que presenta Mycobacterium tuberculosis y a la mutacion
del Gen rpoB por GeneXpert MTB/RIF del Hospital Regional de Huacho - 2021

o Estimar la cantidad de pacientes que presenta Mycobacterium tuberculosis en
GeneXpert MTB/RIF segin grupo etario, sexo y comorbilidad del Hospital Regional de
Huacho - 2021

o Evaluar la sensibilidad y valores predictivos de BAAR-Ziehl-Neelsen y GeneXpert
(MTB/RIF) en muestras de pacientes sintomaticos respiratorias del Hospital Regional de
Huacho - 2021

1.4. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Aunque el numero de pacientes con tuberculosis ha disminuido en las Gltimas décadas, la
tuberculosis sigue siendo un problema de salud publica en todo el mundo. El diagndéstico y el
tratamiento tempranos de la tuberculosis son esenciales para reducir la propagacion, la
morbilidad, la mortalidad y el aumento de los costos relacionados con la enfermedad ( Dlodlo,
Brigden & Heldal, 2019).

Actualmente es conveniente realizar estudios de la situacion del paciente con tuberculosis por
nuevas tecnologias que se aplican hoy en la actualidad, paras beneficio de la investigacion y el
paciente; el paciente no sélo tiene una enfermedad fisica altamente contagiosa, sino también

problemas socio - econdmicos, como consecuencia de la crisis econdmica que vive el pais
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actualmente, en el diagnostico de tuberculosos se ve perjudicado el paciente con resultado de
baciloscopia negativa el diagndstico es especialmente dificultoso, ya que se requieren
exploraciones adicionales o bien demorar el tratamiento hasta el aislamiento del bacilo en el
cultivo o MODS que eso demora un aproximado de 1 mes, lo que finalmente repercute
negativamente en la recuperacion del paciente. Actualmente se conoce de nuevas tecnologias
de biologia molecular, las cuales nos dan un resultado confiable para beneficio del paciente.
(Almanzar, 2019)

Este estudio ayudard a comprender mucho el desempefio de nuevas tecnologias como es el
GeneXpert en pacientes con sospecha de tuberculosis en el sector salud del Hospital Regional
De Huacho S.B.S. Huaura Oyon, los datos sobre su efectividad, sensibilidad y especificidad son
limitadas. Es necesario proporcionar nuestras propias pruebas para demostrar la utilidad de la
prueba en el contexto de paises donde la carga de tuberculosis es alta. La mayor parte de la
evidencia confirma la efectividad del Xpert MTB / RIF, que fue aprobado recientemente por la

OMS, con base en una investigacion realizada en muestras de esputo.

Realizar este tipo de investigaciones sirve para adquirir nuevos conocimientos sobre métodos
automatizados para el diagnostico de tuberculosis ademas de que proporcionan un mayor nivel

de confianza para el profesional que refiere esta prueba. (Almanzar, 2019)

En el del Hospital Regional De Huacho, durante la pandemia se vio afectado el nimero de
pacientes que se realizaban pruebas para diagndstico de tuberculosis (baciloscopia) ya que su
produccion fue de 6624 comparada a otros afios, mas de 10 000 pacientes en estos Ultimos 3

anos.

La prueba de GENEXPERT MTB/RIF es una gran ayuda para el diagnostico de pacientes, muy
oportuno para su empiezo de tratamiento y su temprano diagnostico de resistencia a uno de los

medicamentos mas importantes que hay para combatir esta enfermedad.

1.5. DELIMITACIONES DEL ESTUDIO
El proyecto de tesis se realizara en las instalaciones del Hospital Regional De Huacho con un

periodo de 1 afio.
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Las pruebas se delimitaran para la obtencién de todos los datos, en el estudio de identificacion,

resistencia y valores predictivas de tuberculosis en condiciones de laboratorio.

1.6. VIABILIDAD DEL ESTUDIO

Es viable porque se contara con las instalaciones equipadas y equipo de proteccién personal
(EPP) del Hospital Regional De Huacho; con el apoyo personal de licenciados/as encargados;
asi también con todos los suministros de insumos, materiales de trabajo y asistencia técnica
profesional. Finalmente también se aportara todos los datos actualizados y completos de los

resultados de los pacientes.
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2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La tuberculosis o también Ilamado el bacilo de Koch nos acompafia desde el comienzo de
nuestra historia como atestiguan los hallazgos de lesiones tuberculosas en momias egipcias y
precolombinas; y es una de las principales causas de alta morbimortalidad en Europa y, en los
siglos XV y XVI.

En la actualidad la tuberculosis se considera un gran problema de salud publica de primera
magnitud, constituyendo una de las causas mas frecuente de muerte por el agente infeccioso y
representa aproximadamente la cuarta parte de la mortandad evitable en los paises en desarrollo,
en donde se registran la gran mayoria de los casos y de los fallecimientos. (Bermejo, Clavera,
De la Rosa, & Marin, 2007)

La Tuberculosis (TB) se define como un amplio espectro de entidades provocadas por el agente
Mycobacterium tuberculosis, que puede afectar cualquier parte del cuerpo humano, siendo de
importancia los pulmones, su mecanismo de transmision del bacilo es de persona a persona por
via aérea. Segun el reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el afio 2010 se
presentaron incidencias de 8.8 millones de casos de Tuberculosis positivo. La Tuberculosis
multidrogoresistente (TB MDR) se define como la infeccién bacteriana por M. tuberculosis
resistente a uno de los primeros farmacos de primera linea: Isoniacida (INH) y la Rifampicina
(RIF); en el afio 2008 se estim6 350.000 a 500.000 casos en el mundo de TB MDR.

Acevedo , Vega Yy Ribdn (2013) en su investigacion reporto que en el afio 2010, se registro 8.8
millones de casos de incidencia de tuberculosis en el mundo, 1.1 millones de muertes son
atribuidas a personas VIH negativas y 0.35 millones de muertes adicionales a personas VIH
positivas con Tuberculosis asociada, la tuberculosis tiene la caracteristica que en presencia 0 no
de medicamentos acumula unas mutaciones espontaneas y al azar, dandole una caracteristica
especial al generar unos cambios en los sitios de accion de los medicamentos antituberculosos

y de esta forma adquirir resistencia a los mismos.
Son tres los mecanismos por los que la M. tuberculosis puede generar resistencia a los farmacos:

1) Generando mecanismos de barrera que impidan la entrada del farmaco a la célula.
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2) Generando enzimas que inactiven los farmacos a nivel intracelular

3) Modificando el blanco de accion del farmaco, donde se presentarian mutaciones puntuales
en algun gen del microorganismo, siendo esta ultima la mas comdnmente utilizada por este

germen.

Estos mecanismos no son excluyentes y algunas poblaciones bacterianas pueden combinar uno

0 varios mecanismos para generar resistencia. (Acevedo, Vega, & Ribon, 2013)

2.1.1 Investigaciones internacionales

COLOMER (2018); de Valencia en su tesis doctoral Tuberculosis en el Departamento de Salud
Valencia Doctor Peset. Aportacion de los Métodos de Microbiologia Molecular, teniendo como
objetivo Conocer los casos con aislamiento de MTB o MNT y su evolucion a lo largo del periodo
de estudio en el Departamento de Salud Valencia Doctor Peset, asi como las tasas de incidencia
de TB confirmadas y su comparacion con las declaradas desde la Conselleria de Sanitat en
nuestro medio; analizar la distribucién de los casos de TB detectadas segun procedencia,
variables demogréficas (edad, sexo y nacionalidad del paciente) y/ o posibles factores de riesgo
asociados (coinfeccion por VIH, inmigracion y localizacion pulmonar/ extrapulmonar de la
enfermedad); Estudiar la rentabilidad de la baciloscopia sobre muestra de paciente y su
asociacion con cuadro clinico y factores de riesgo asociados (inmigracion y/ o VIH positivo);
analizar el impacto que sobre la demora microbioldgica pudiera tener la introduccion, a lo largo
del estudio, de nuevos métodos diagndsticos para identificacion de MTB, tanto convencionales
como moleculares; valorar la utilidad y la adecuacion de las peticiones solicitadas sobre muestra
directa de PCR en tiempo real (GeneXpert MTB/ RIF) para diagnostico rapido molecular de
TB; estudiar y analizar las resistencias de los aislados de MTB del area mediante métodos feno-
genotipicos, tanto de forma global como por grupos de riesgo VIH y/ o inmigracién; finalmente
Valorar la aportacion de la secuenciacion genomica en el andlisis de las cepas de MTB
multirresistentes detectadas. Como metodologia se trata de un estudio retrospectivo
observacional con intervencion en revision de resultados emitidos sobre datos de pacientes del
Departamento de Salud Valencia Doctor Peset, que acudieron entre los afios 2005- 2015 a los
diferentes Servicios de Salud del area por sospecha de TB o de micobacteriosis; su
procesamiento de las muestras fue de recoleccion de muestras, tincion para deteccion de bacilos

acido alcohol resistentes (BAAR); deteccion en su caso de ADN por PCR en tiempo real; cultivo
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en Loéwenstein- Jensen (LJ) y en medio liquido mediante sistema automatizado BACTEC MGIT
960® (BD)- o BacT/ Alert MB® (BioMérieux) para muestras de sangre o médula ésea;
identificacion feno- genotipica de especie; y estudio de sensibilidad por métodos fenotipicos
para tuberculostaticos de primera linea mediante sistema automatizado en medio liquido (SIRE-
P BACTEC MGIT 960® (BD)), por métodos genotipicos convencionales con deteccidn
molecular de mutaciones que codifiquen resistencias a isoniacida (H), rifampicina (R),
etambutol (E), flruoroquinolonas (FQ). Como resultado se obtuvo se diagnosticaron 640 casos
con aislamiento positivo para micobacterias, de los que 469 casos correspondieron a
Mycobacterium tuberculosis complex (73,6%) y los 168 casos restantes (26,4%) a aislamientos
de micobacterias no tuberculosas (MNT); la distribucion de casos TB por sexo Hombre: Mujer
en relacién de 2:1 76% de hombres y 24% de mujeres, el porcentaje de casos TB en éstas va
aumentando hasta llegar al 52- 53% en los dos ultimos afios de estudio; respecto a la deteccién
de Ag- Ac antiVIH 1+2, se confirmaron 48 casos (10,2%) con coinfeccién por M. tuberculosis
complex y VIH. El 62,7% (294 casos) fueron VIH negativo, mientras que en los 127 pacientes
restantes (27,1%) no constaba peticion ni resultado al respecto. 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%) BAAR positivos, siendo los 253 casos restantes (54%)
BAAR negativo. La cuantificacion en cruces, de los casos positivos los clasifico en: 21% BAAR
1+ (46 casos); 27% BAAR 2+ (58 casos); 26% BAAR 3+ (56 casos) y 26% BAAR 4+ (56

€asos)

SANABRIA, E. (2018), de Bogota D. C.; en su tesis evaluacion del desempefio de la prueba
XPERT MTBD/RIF® para la deteccion de tuberculosis en un hospital publico de Bucaramanga,
teniendo como objetivo evaluar el desempefio de la prueba molecular Xpert MTB/RIF® para la
deteccion de Tuberculosis en pacientes que acudieron a un Hospital Publico de Bucaramanga
durante el afio 2016; describir las caracteristicas demograficas y de laboratorio de los pacientes
incluidos en el estudio; estimar la prevalencia de tuberculosis segun la prueba diagnostica,
establecer la concordancia entre las pruebas moleculares y las convencionales; determinar la
sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razén de verosimilitud de la prueba diagnostica
Xpert MTB/RIF® comparada con la baciloscopia y el cultivo. Su metodologia consistié en un
enfoque cuantitativo analitico de estimacion de caracteristicas operativas (sensibilidad,
especificidad) de pruebas diagnosticas, el tipo de investigacion es de estudio primario,
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observacional, analitico de corte transversal. Se etiqueto cada cartucho Xpert MTB/RIF® con
la identificacion de la muestra Con una pipeta de transferencia, al menos 0,5 ml del total del
sedimento resuspendido a un tubo conico con tapdn de rosca para realizar el Xpert MTB/RIF®,
con una pipeta de transferencia, se transfirio 1,5 ml del reactivo de la muestra Xpert MTB/RIF®
a 0,5 ml del sedimento resuspendido, se agito durante 10 segundos; se incuba durante 10
minutos; por 2 veces repitiendo el mismo procedimiento; luego se ingresa al cartucho la muestra
procesada y seguidamente al equipo para darle lectura. Como resultado se analizaron los datos
de 512 pacientes que cumplieron los criterios de inclusion y exclusion al estudio; de los
pacientes excluidos, tres pacientes tuvieron error en la prueba Xpert MTB/RIF® y uno tuvo
resultado invalido. Del total de muestras analizadas el 68,2% (349) provenian de hombres. La
mediana de edad en ambos sexos fue 45 afios (minl1-méax 99 afios), siendo la mediana de edad
para los hombres de 43 afios (minl-méax 100 afios) y para las mujeres de 48 (min 2-max 95
afios). La baciloscopia fue realizada a todas las muestras y la prevalencia de Tuberculosis por
esta prueba fue del 15,6%. El cultivo por su parte, fue realizado al 97,0% (497) de las muestras
y se logrd el aislamiento de colonias caracteristicas compatibles con Mycobacterium
tuberculosis en el 14,7% de estas. La prevalencia de tuberculosis por medio de la prueba de
Xpert MTB/RIF® fue del 20,9% . Al analizar la concordancia entre las pruebas por medio del
coeficiente Kappa, se encontr6 que el Xpert MTB/RIF® y el cultivo tuvieron una concordancia
del 78,2% y en mayor porcentaje el Xpert MTB/RIF® y la baciloscopia con el 82,4%.

VILLALOBOS, SOBERANIS , y GUZMAN, (2018), de Guatemala en la tesis titulada
evaluacion de una técnica de PCR en tiempo real para el diagnostico molecular del complejo
Mycobacterium tuberculosis y su resistencia a la rifampicina; teniendo como objetivo general
evaluar una técnica de PCR en tiempo real (Xpert® MTB/RIF) para el diagnostico molecular
del complejo M. tuberculosis y su resistencia a la rifampicina, en comparacién con el estandar
de oro (cultivo); y objetivos especificos, determinar la sensibilidad, especificidad, valores
predictivos e indice de concordancia Kappa de la metodologia Xpert® MTB/RIF para muestras
pulmonares en comparacion con el estandar de oro; determinar la sensibilidad, especificidad,
valores predictivos e indice de concordancia Kappa de la metodologia Xpert® MTB/RIF para
muestras extra pulmonares en comparacion con el estandar de oro, evaluar la deteccion de
resistencia a la rifampicina por el método Xpert® MTB/RIF vrs el método MGITTM, a través
de sensibilidad, especificidad, y valores predictivos. Y su metodologia consistio en muestras
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pulmonares y extra pulmonares que ingresen al Area de Tuberculosis y Hongos del Hospital
General San Juan de Dios para diagnostico de tuberculosis. Se recolectaron 523 muestras
durante los meses de marzo, abril y mayo del afio 2018, en las cuales se incluyeron muestras
pulmonares (esputo, aspirado orotraqueal, aspirado bronquial, lavado bronquial, cepillado
bronquial, liquido pleural, biopsia y absceso pulmonar) y extra pulmonares (orina, liquido
cefalorraquideo, lavado géstrico, aspirado gastrico, liquido pericardico, peritoneal y gastrico,
biopsias, secreciones y muestras ganglionares); el procesamiento de las muestras consistio en la
Inoculacién en medio Lowenstein-Jensen (se colocd 1 gota de muestra en la parte media del
tubo con el medio, se dejé el tubo en posicion horizontal por 24 horas en incubadora a 370C, y
por ultimo, se coloc6 el tubo en posicién vertical y se incub6 a 37°C por 28-45 dias); Cultivo
en medio MGITTM se agregaron 15 mL de suplemento de crecimiento BACTEC MGITTM a
un tubo de suplemento antibiético PANTATM liofilizado y agitar, se agregé 0.5 mL de la
muestra concentrada y descontaminada previamente, tapando el tubo y mezclando por vortex;
Tincidn Zhiel-Neelsen, se realiz6 extendido en ld&mina portaobjetos y se dejo secar, se fijé
extendido, mediante calentamiento suave, flameandolo sobre la Ilama del mechero; repitiendo
3 veces esta accion, se coloco un trozo de papel filtro sobre extendido para agregar el colorante
fucsina que cubrid la totalidad del frote por 5 minutos, luego se flamed por debajo del
portaobjetos hasta el desprendimiento de vapores blancos (evitando producir ebullicion por
exceso de calor). se dejo enfriar 5 minutos y se repitio el flameado hasta nuevo desprendimiento
de vapores blancos, luego se dejo enfriar 5 minutos. Cuando ya se encontraba frio, mediante el
uso de pinzas, se quitd y descart6 el papel de filtro y Se lavo con agua corriente y se cubrid con
alcohol acido al 3% durante 2 minutos. Después se lavd con agua corriente y luego se cubrid
con azul de metileno durante 1 minuto, se lavo con agua corriente. Finalmente, se coloco cada
portaobjetos en una gradilla para que secaran al aire. « Por tltimo, se coloc6 una gota de aceite
de inmersion sobre la laminay se observo al microscopio en el objetivo de 100x. Método Xpert®
MTB/RIF se identifico correctamente cada tubo conico y cartucho Xpert® MTB/RIF con el
namero de muestra, en el caso del cartucho, se realizo en los laterales del mismo, evitando tocar
el area del codigo y tapa, luego se agregé como minimo 1 mL de muestra en un tubo cénico, se
agrego la misma cantidad de reactivo que demuestra dentro del tubo cénico, para obtener una
relacion 1:1, se agitd el tubo conico 20 veces (de arriba hacia abajo) y se esperaron 10 minutos.
Después se agitd nuevamente y se esperaron 5 minutos con la pipeta desechable y calibrada, se
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aspiré muestra hasta que el menisco se encontrara por encima de la marca del volumen minimo;
por ultimo, se abri¢ la tapa del cartucho y se transfirio la muestra al interior del puerto abierto
del mismo; cerrando tapa y colocando al equipo para que pueda identificar la muestra. Como
resultado se obtuvo 523 muestras provenientes de pacientes con sospecha de tuberculosis en el
Area de Tuberculosis y Hongos (ATBH) del Laboratorio Clinico del Hospital General San Juan
de Dios (HGSJDD), las muestras fueron clasificadas en pulmonares (n=171) y extrapulmonares
(n=352) siendo éstas Ultimas las de mayor frecuencia. Por ultimo, se realizo la comparacion de
la técnica molecular Xpert® MTB/RIF contra la metodologia microbiolégica MGITTM, para
la determinacion de la sensibilidad a la rifampicina. Se detectaron 33 muestras con presencia de
M. tuberculosis utilizando la técnica molecular Xpert® MTB/RIF, las cuales en su totalidad
mostraban sensibilidad al medicamento rifampicina. Finalmente se concluyé en que La
metodologia Xpert® MTB/RIF presentd un valor de 95.65% (IC95% = 85.14 — 100.00) de
sensibilidad, 86.49% (IC95% = 80.64 — 92.33) de especificidad, 52.38% (1C95% = 36.09 —
68.68) de valor predictivo positivo, 99.22% (IC95% = 97.32 — 100.00) de valor predictivo
negativo y 0.61 (IC95% = 0.46 — 0.75) para el indice de Kappa, en comparacién con el cultivo

en muestras pulmonares.

ULLAH Y OTROS, (2016) en Pakistan, en su articulo titulado Mutaciones de resistencia a la
rifampicina en el RRDR de 81 pb del gen rpoB en aislados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis utilizando Xpert MTB / RIF en Khyber Pakhtunkhwa, Pakistan: un estudio
retrospectivo; se estudio a 2 391 pacientes con muestras de estudio el esputo, entre octubre de
2011 y diciembre de 2014, tomando los criterios de todos los pacientes; su metodologia se basé
en proporcion de agar estandar arroyo 7H10 mediano, en la siguiente concentracion de drogas:
Isoniazida 0,2 y 1 pg/ml, rifampicina 1 y 5 pg/ml, etambutol 5 y 10 pg/ml y estreptomicina 2 y
10 pg/ml [11, 12]. Mycobacterium tuberculosis H37Rv (sensible a todos los medicamentos
antituberculosos) se utiliz6 como cepa de control de referencia. El ensayo MTB/RIF se uso y se
afiadié a los especimenes clinicos en una proporcién de 3:1 para su descontaminacién en un
espécimen cerrado, se agito por 15 min y 2ml e muestra inactivada fue transferida al cartucho
de prueba Xpert, y se espera los resultados, en conclusion el 29% de los pacientes presentaba
MDR-TB. Las mutaciones relacionadas con la sonda E (también conocidas como codon 531 y
533) fueron la mutacidn genética rpoB mas comun [314 (77%)], reconocida por el ensayo Xpert
MTB / RIF. La menor mutacion se detectd dentro de la secuencia 511 (1,2%).
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2.1.2. Investigaciones nacionales

CARRIQUIRY (2013) en PERU, en su tesis titulada evaluacion del XPERT MTB/RIF un
método de diagndstico rapido para TBC en pacientes VIH positivos con sospecha de TBC
pulmonar, tuvo como objetivo, determinar la sensibilidad y la especificidad de la prueba Xpert
MTB/RIf en pacientes VIH positivos con sospecha de TBC pulmonar comparandolo con el
método gold standard (cultivo L-J), asi como el medio liqguido MGIT y Baciloscopia con tincion
ZiehlINeelsen; también demostrar el probable impacto del uso del dispositivo Xpert MTB/Rif
en el sistema de salud al comparar tiempo en el diagnostico en pacientes VIH positivos con

sospecha de TBC pulmonar.

La metodologia del estudio fue de prueba diagndstica, y se considerd desde abril de 2010 a mayo
de 2011, los pacientes con VIH positivos con sospecha de tuberculosis se inscribieron en dos
hospitales de Lima, Perd. La deteccién de tuberculosis por MTB / RIF se comparé con un
estandar compuesto de al medio de cultivo referencia Léwenstein-Jensen (LJ) y un cultivo
liquido extra. La deteccion de resistencia a la rifampicina se compard con el método de
proporcién (LJ) Léwenstein-Jensen. Se incluyeron 131 pacientes, el recuento medio de células
CD4 fue de 154,5 células / mm y 45 (34,4%) tenian tuberculosis. Para detectar Tuberculosis en
pacientes con VIH, la sensibilidad de MTB / RIF fue del 97,8%; la especificidad fue del 97,7%;
el valor predictivo positivo fue 95.7%; y el valor predictivo negativo, 98.8%.; MTB / RIF
detectd 13/14 casos de TB con baciloscopia negativa. Para la deteccion a la resistencia de la
rifampicina, la sensibilidad fue del 100%; la especificidad de 91.0%; el VPP 66.7% y el VPN
fue del 100% en conclusion los pacientes con VIH en nuestra poblacion con una alta sospecha
clinica de TB, MTB / RIF se obtuvo un buen desempefio para el diagnostico de TB y la

microscopia de frotis superada.

MAYTA (2018), en Per( en su tesis titulado Factores asociados a la seleccion de la prueba
GENEXPERT MTB/RIF como prueba inicial en el diagndstico de tuberculosis pulmonar
multidrogorresistente en pacientes con vih/sida internados en el servicio de infectologia del
Hospital Nacional Guillermo Almenara, Irigoyen — Lima de julio a diciembre del 2017 siendo
un estudio cuantitativo, retrospectivo, analitico, epidemioldgico, observacional, y no
experimental transversal, teniendo como objetivo identificar los factores asociados a la

selecciéon de la prueba GeneXpert MTB/RIF como prueba principal en el diagndstico de
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tuberculosis pulmonar multidrogorresistente en pacientes con VIH/SIDA internados en el
Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen, determinar si los factores sociodemograficos
estan asociados a la seleccién de la prueba GeneXpert MTB/RIF como prueba inicial en el
diagnostico de TB-MDR en pacientes con VIH/SIDA internados en el servicio de infectologia
del HNGA,; determinar si el contacto con un paciente que padece TB esta asociado a la seleccion
de la prueba GeneXpert MTB/RIF como prueba inicial en el diagnostico de TBMDR en
pacientes con VIH/SIDA internados en el servicio de infectologia del HNGAI; y determinar si
los antecedentes patoldgicos son factores asociados a la seleccion de la prueba GeneXpert
MTB/RIF como prueba inicial en el diagnostico de TB-MDR en pacientes con VIH/SIDA
internados en el servicio de infectologia del HNGAI. Se tomo en consideracion 110 pacientes
con VIH/SIDA diagnosticados con tuberculosis. Después de calcular la muestra probabilistica
usando el programa STATS, se tuvo un Tamafio de muestra de 86 pacientes de los cuales 40
tenian TB-MDR vy el resto eran se consider6 como TB no MDR. Como conclusién de tiene como
factores asociados a la edad entre 19-38 afios, la condicion de empleado, el contacto TB, el

tratamiento previo para la tuberculosis, la inmuno-supresion severa y la hospitalizacion previa.

ALVAREZ (2019) en Peru su tesis titulada Deteccion de mutaciones en rpoB relacionadas a
rifampicina-resistencia en aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis a través de un
ensayo simple y de bajo costo basado en High Resolution Melting Analysis; teniendo como
objetivo Determinar la sensibilidad, especificidad y concordancia de la prueba de High
Resolution Melting para la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a rifampicina en
aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis; optimizar el ensayo de High Resolution
Metlting para la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a rifampicina en cepas de M.
tuberculosis; analizar el genotipo y el nivel de susceptibilidad fenotipica a rifampicina de la
poblacién de cepas incluidas en el estudio; determinar la sensibilidad y especificidad del HRM
usando resultados cualitativos del analisis visual del grafico de diferencias, unidades de
fluorescencia relativa vs temperatura; determinacion de la sensibilidad y especificidad del HRM
usando resultados cuantitativos mediante el analisis de las unidades de fluorescencia relativa
méaxima (RFUmax) de las curvas de fusion de HRM; y compararla sensibilidad y especificidad
obtenidos de los analisis cualitativo y cuantitativo mediante la prueba de McNemar. La
metodologia consistio en recibir las muestras de los hospitales Maria Auxiliadora y Hospital
Nacional Dos de Mayo entre los afios 2001 y 2004 .La prueba fenotipica basada en cultivo de
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la prueba estandar, aun cuando el tiempo de respuesta es prologando. Pruebas moleculares como
el Genotype MTBDRplus y el GeneXpert MTB/RIF son opciones de diagndéstico rapido, pero
no de acceso facil a la poblacion. Se empled el método de hidroxido de sodio-N-acetil-L-cisteina
(0.5% NALC en NaOH-Na citrato) para lo cual se mezclo 2 ml de esputo y un volumen
equivalente de NaOH-NALC.

En el estudio se incluyd muestras de DNA extraido de 123 muestras a partir de aislamientos
clinicos resultando en valores de sensibilidad y especificidad de 82.4% y 96.4%,
respectivamente. Adicionalmente a la extraccion de DNA empleando un kit comercial (High
Pure PCR template Preparation Kit), también se utiliz6 el método de fenol-cloroformo,
manteniendo los valores de sensibilidad, pero incrementando la dispersién de las curvas HRM.
A su vez, este estudio se plantea un analisis cuantitativo de las curvas de fusion empleando unas
unidades de fluorescencia relativa maxima para determinar un punto de corte. Como conclusion
se considera que ambos tipos de andlisis se concluye que el HRM es una prueba robusta, simple

y de bajo costo para la deteccién de mutaciones en rpoB asociadas a RIF-resistencia.

2.2. BASE TEORICAS
Diagnostico in vitro

El término in vitro es de origen latin que significa “dentro del vidrio”, es una técnica empleada
que se realiza fuera del organismo, dentro de un tubo de ensayo, en un medio de cultivo.
(SIGNIFICADOS.COM, 2020)

Conocido por sus siglas “IVD”, una tecnologia que se es fundamentalmente, por ser no invasiva
y cuél mision principal es mostrarnos informacion sin causar riesgo al paciente, es una de las
técnicas mas empleadas, a nivel cuantitativo, y una de las que goza de mayor relevancia y
fiabilidad en el marco del proceso asistencial. (SANIDAD, 2018)

Tuberculosis

La tuberculosis es una de las infecciones producida por la bacteria de Mycobacterium
tuberculosis Ilamado también el bacilo de “Koch”, se caracteriza por un periodo de latencia
prolongado entre la infeccidn inicial y las manifestaciones clinicas en el que predomina, muchos

sintomas de escalofrios, fiebre nocturna, etc. (Moran L. & Lazo A., 2001)
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CLASIFICACION TAXONOMICA DE LAS MICOBACTERIAS DE ACUERDO AL
Bergey's Manual Of Systematic Bacteriology

Dominio: Bacteria
Phyllum: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales
Suborden: Corynebacterineae
Familia: Mycobacteriaceae
Género: Mycobacterium
Especie: Mycobacterium Tuberculosis
Las micobacterias son inmdviles bacilos, no formadores de esporas y aerobios, con un recubierto

de cérea que hace retener la tincion roja (fucsina) despueés de ser tratadas con acido, de ahi que

se nombren también bacilos acidorresistentes. (Moran L. & Lazo A., 2001) (Figura 1)

Figura 1.Imagen de Mycobacterium tuberculosis por técnica Ziehl-Neelsen a 100X

PCR
PCR es lareaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica

millones de veces una secuencia de ADN especifica, durante varios ciclos repetidos en los que
la secuencia especifica es copiada fielmente.
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Por ello la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad
de sintetizar naturalmente el ADN en las células. (Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013)

Fundamento
Segun Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, (2013) El ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres

etapas principales:

DESNATURALIZACION: durante la desnaturalizacion las cadenas de ADN son calentadas y
separadas a una temperatura de 95 °C durante 20-30 segundos y el tiempo depende de la
secuencia del templado, finalmente se tendrd cadenas separadas que serviran como templado

para el siguiente paso.

HIBRIDACION: durante esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado
previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria, para que se forme el
complejo templado-primers, es importante que la temperatura de hibridacion o temperatura

melting (Tm) sea la 6ptima, generalmente oscila entre 50-60 °C.

EXTENSION: finalmente durante esta etapa, la Taq polimerasa acta frente al complejo
templado-primers y comienza la funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega ANTP’s
complementarios para crear las cadenas de ADN completas, la extension de las cadenas es en
una direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura 6ptima para dicha
reaccion es de 72 °C, ya que con esa temperatura éptima la enzima es funcional. Finalmente
después del ciclo, se habran formado las ampliaciones con un tamafio dictado por el nimero

total de pares de bases (pb) que debera ser conocido por el investigador. (Figura 2)
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Figura 2. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Tamay de Dios, Ibarra, &
Velasquillo, 2013)

PCR EN TIEMPO REAL
El objetivo de la Reaccidn de la Cadena Polimerasa en tiempo real ha sido detectar y cuantificar

secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en la
reaccion. El principio de la técnica se basa en la Reaccidn de la Cadena Polimerasa, s6lo que se
detectan y analizan los productos de la amplificacion es diferente. EI término en tiempo real se
refiere a que su deteccion de los productos amplificados sucede en durante cada ciclo de la
reaccion. (Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013)

FUNDAMENTO

La Reaccion de la cadena polimerasa en tiempo real ha sido detectar y cuantificar las secuencias
especificas de acidos nucleicos. El principio de esta técnica se basa en la Reaccion de la cadena
polimerasa, sélo que se deteccion y andlisis de la amplificacion es diferente, se refiere que

deteccion de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccion, la cuantitativo se
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refiere a que es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra. La metodologia del
Reaccion de la cadena polimerasa en tiempo real es més sensible para detectar y cuantificar los
acidos nucleicos, teniendo en cuenta una cantidad muy pequefia de ADN, el sistema garantiza

una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia (Tamay de Dios, Ibarra, & Velasquillo, 2013)

MODS
SUSCEPTIBILIDAD A DROGAS DE Mycobacterium tuberculosis MEDIANTE

OBSERVACION MICROSCOPICA (MODS)

El método se basa en la observacion de cordones caracteristicos de Mycobacterium tuberculosis
cuando crece en medio liquido, los cuales son visualizados tempranamente mediante el uso de
un microscopio luz invertida. EI método, ha sido disefiado para la deteccion del crecimiento de
MTB vy la susceptibilidad a INH y RIF. La simplicidad de la técnica, la gran sensibilidad, la
especificidad y el bajo costo son las mayores ventajas para su uso en paises en vias de desarrollo.
(INS, 2011)

CULTIVO DE MICOBACTERIAS
Es un examen para buscar la bacteria que causa la tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis) y

otras infecciones causadas por bacterias similares, con medio de Léwenstein-Jensen u Ogawa
Kudoh. (INS, 2011)

2.3.2. BASES FILOSOFICAS

TRANSMISION DE LA TUBERCULOSIS

Para la transmision de la tuberculosis es principalmente por la inhalacion de particulas de
secreciones respiratorias suspendidas en el aire, gotitas las cuales son generadas por personas
con tuberculosis, al toser, estornudar, hablar o cantar, debido a su escaso peso, pueden
permanecer suspendidas en el aire por horas, dias y ser transportadas por todos los ambientes.
Es importante resaltar que la transmision del Mycobacterium tuberculosis se produce por via
aérea y no por contacto con objetos como ropa, mandilones o cubiertos. (Huaroto & Espinoza,
2009) (Figura 3)
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Figura 3. Transmision de la tuberculosis. (CDC, 2021)

PACIENTES SINTOMATICOS RESPIRATORIOS
Es todo ser que presenta sintomas de expectoracién por mas de 15 dias, tos, fiebre, sudoracion

nocturna; ya que es una persona sospechosa de Tuberculosis y debe realizarsele una prueba de

baciloscopia seriada de esputo (2 a 3 muestras). (Ramos, 2018)

Los grupos en los que se encuentran mas casos de Tuberculosis son:

« Contactos directos (convivientes: padre, esposa e hijos) de enfermos pulmonares baciliferos,

especialmente nifios y jovenes.

« Personas que por otros motivos de salud consultan un hospital, pero tienen sintomas de tos y/o

expectoracion por mas de 15 dias.
* Personas infectadas con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y/o Sida.
« .Adictos a sustancias ilegales (drogas y/o alcohol)

« Enfermos que comprometen el sistema inmunitario o en tratamiento prolongado con

corticoides 0 inmunosupresores

* Personas que presentan Rx pulmonares con anomalias. (Ramos, 2018)
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DEFINICIONES OPERATIVAS SEGUN EL MINSA (2013)
Caso probable de tuberculosis: Paciente que presenta sintomas de tuberculosis, incluyendo a

los pacientes sintomaticos respiratorios.

Caso de tuberculosis: Paciente a quien se le diagnostica la enfermedad de tuberculosis (por
baciloscopia u otro método de diagnostico) y al que se le debe administrar tratamiento.

Caso de tuberculosis segun localizacion de la enfermedad:

1. Caso de tuberculosis pulmonar:
Paciente a quien se le diagnostica tuberculosis con compromiso pulmonar con o sin
confirmacion bacterioldgica (ejemplo: baciloscopia, cultivo o prueba molecular) (MINSA,
2013)

o Tuberculosis pulmonar con frotis positivo: Caso de Tuberculosis pulmonar con
baciloscopia de esputo positiva.
o Tuberculosis pulmonar con frotis negativo: Caso de Tuberculosis pulmonar con 2 0 méas

baciloscopias de esputo negativas.
Se clasifica en:
= Tuberculosis pulmonar frotis negativo y cultivo o prueba molecular positiva:

Caso de Tuberculosis pulmonar con baciloscopia negativa y que cuenta con prueba molecular

positiva para M. tuberculosis o cultivo
= Tuberculosis pulmonar frotis y cultivo negativos:

Caso de Tuberculosis pulmonar sin confirmacién bacteriolégica cuyo diagnostico se basa en

criterios clinicos.

o Tuberculosis pulmonar sin frotis de esputo: Caso de Tuberculosis pulmonar en el que
no ha sido posible lograr una muestra de esputo para el estudio bacterioldgico. (MINSA,
2013)
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Figura 4. Tuberculosis pulmonar: a) infeccion tuberculosa inicial en el I16bulo superior
derecho; b) placa inicial activa que procesa hacia una cavitacion y ¢) numerosos cavidades
tuberculosas y erosion bronquial. (Rodriguez R. , 2016)

2. Caso de tuberculosis extra-pulmonar:
Persona a quien se le diagnostica tuberculosis en 6rganos diferentes que no sea en los pulmones.
El diagndstico es en base un cultivo, prueba molecular positiva o evidencia clinica de la
enfermedad extrapulmonar (MINSA, 2013) (Figura 4).

La afeccion pleural o ganglionar intratoracica, sin anormalidades radiogréaficas en parénquima

pulmonar, constituye un caso de tuberculosis extrapulmonar.

Las definiciones operativas de caso de tuberculosis extrapulmonar son:

- Tuberculosis extra-pulmonar con confirmacion bacterioldgica

Caso que se demuestra la presencia de M. tuberculosis, por bacteriologia. (MINSA, 2013)
- Tuberculosis extrapulmonar con confirmacion histopatolégica

Se muestra una reaccién inflamatoria con tuberculosis compatible o presencia de bacilos acidos
en tejido fluido extrapulmonar mediante estudio histopatol6gico (MINSA, 2013)
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- TB extra-pulmonar sin confirmacion

Caso en las cuales no se determina la presencia de Mycobacterium tuberculosis en el tejido o
fluido extra-pulmonar por bacteriologia ni por estudios histopatologicos. El diagnostico se basa

en criterios epidemioldgicos, clinicos u/o estudios de imagenes. (MINSA, 2013)

Caso de tuberculosis segun sensibilidad a medicamentos anti-TB por pruebas
convencionales (MINSA, 2013)

1. Caso de TB pansensible:
Caso que se demuestra sensibilidad a todos los medicamentos de primera linea por pruebas de

sensibilidad convencional.

2. Caso de TB multidrogorresistente (TB MDR):

Caso con resistencia simultanea a isoniacida (H) y rifampicina (R) por pruebas convencionales.

3. Caso de TB extensamente resistente (TB XDR):
Caso con resistencia simultanea a isoniacida (H), rifampicina (R), una fluoroquinolona y un
inyectable de segunda linea (amikacina, kanamicina o capreomicina) por prueba réapida

molecular o convencionales.

4. Otros casos de TB drogoresistente:
Caso en el que se demuestra resistencia a medicamentos antituberculosos sin cumplir criterio de
TB MDR. Pueden ser:

4.1.TB monorresistente
Caso en el que se demuestra, a través de una Prueba de Sensibilidad (PS) convencional,

resistencia solamente a un medicamento anti-tuberculosis.

4.2.TB polirresistente
Caso en el que se demuestra, a través de una PS convencional, resistencia a mas de un
medicamento. (MINSA, 2013)

Condicion de ingreso segun antecedente de tratamiento (MINSA, 2013)

Caso nuevo

Paciente con diagndstico de tuberculosis que nunca ha recibido tratamiento.

Pagina 36




Caso antes tratado
Paciente con tuberculosis con antecedente de haber recibido tratamiento por méas de 1 mes- Se

clasifican en:

¢ Recaida: Persona que presenta unos episodios de tuberculosis diagnosticado después de
haber sido dado de alta, en sus muestras de control después del dado de alta

e Abandono recuperado: Persona que no recibir tratamiento por mas de 1 mes
consecutivo

e Fracaso: Persona que ingresa a tratamiento luego de haber sido declarado como un

fracaso, con medicamentos de primera o segunda linea antituberculosas. (MINSA, 2013)

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es la bacteria encargada de la enfermedad de la tuberculosis, que
pertenece al orden de los Actynomycetales, Familia de las Mycobacteriaceae; son BAAR, no
moviles, aerobios obligados, resistentes a los antisépticos comunes. Se inactivan por rayos UV
y a T° mayor de 60 °C. (Lopez E. , 2002)

Tuberculosis micobacteriana esta bacteria es el agente causante de la tuberculosis, una
enfermedad infecciosa cronica con una incidencia creciente en todo el mundo. Esta especie es
responsable de mas morbilidad en humanos que cualquier otra enfermedad bacteriana. Infecta a
1.700 millones de personas al afio (~ 33% de la poblacion mundial total) y causa mas de 3
millones de muertes al afio. Esta bacteria no forma una cédpsula de polisacérido y es un aerobio
obligado de crecimiento extremadamente lento. La lenta tasa de crecimiento es el resultado de
la pared celular resistente que resiste el paso de nutrientes a la célula e inhibe los productos de

desecho que se excretan fuera de la célula. (NCBI, 2020)

TINCION DE ZIEHL NEELSEN
Es una técnica de coloracion de microorganismos para la identificacion de Mycobacterium
tuberculosis causante de la tuberculosis, que requiere de 3 colorantes que son: Carbol Fucsina

Fenicada (Fucsina Bésica), Azul de Metileno y Solucion Decolorante. (Graterol, y otros, 2016).

La tincion de Ziehl-Neelsen es una técnica rapida, facil y de muy bajo costo, que se puede
realizar en cualquier laboratorio, la tincion permite diferenciar a las bacterias que son aquellos

que son capaces de resistir la decoloracion con alcohol-acido y las que no; la sensibilidad es del
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74% vy la especificidad 98%, teniendo un limite de deteccion de 5,000-10,000 bacilos/mL de
muestra. Las muestras clinicas para su uso son varios por ejemplo: LCR, liquido pleural, liquido
sinovial, liquido pericéardico, etc. La tincidn positiva es aquélla en la que se observan bacilos

acido alcohol resistente, los cuales son de color rojo fucsia y de fondo color azul. (Lopez, y

otros, 2014) (Figura5y 6)

© ©
®
@ Acid Fast Organism

. Non Acid Fast Organism l

Figura 5. Procedimiento para tincion de Ziehl-Neelsen:a) Aplicar tincion primaria de carbol

fucsina durante 30 segundos, b) fije calor las celdas del portaobjetos con llama, c) decolorar
con alcohol &cido durante 15-20 segundos y d)decolorar con alcohol &cido durante 15-20
segundos. (Mokobi, 2020)

TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

AAR + Pasos AAR -
Fijacién :]

Colorante principal:
fuchina

Decoloracion: [:]
alcohol/HCI

Colorante de contraste:
Azul de metileno

1100

Figura 6. Tincion ZIEHL — NEELSEN segun pasos de coloracion celular. (Jorge, 2019)
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GeneXpert MTB/RIF
El Xpert MTB/RIF Assay, que se usa con el sistema Cepheid GeneXpert®, es una prueba de
diagnostico in vitro de Reaccion de la cadena polimerasa semicuantitativa en tiempo real, que

se utiliza para la deteccion de:

* ADN de Mycobacterium tuberculosis en muestras de esputo u otro tipo de muestra preparados
a partir de esputos inducidos o expectorados que son positivos o negativos en frotis de bacilos
acidorresistentes (BAAR)

» Mutaciones del gen rpoB asociadas a la resistencia a rifampicina.

El Xpert MTB/RIF Assay esta indicado para usarse con muestras de pacientes no tratados con
medicamentos antituberculosos que presentan indicios clinicos de tuberculosis (TB).

El GeneXpert MTB/RIF es un examen de biologia molecular que permite un diagnostico
bacterioldgico rapido y ofrece la posibilidad de conocer la susceptibilidad a la rifampicina de
las cepas en estudio en menos de dos horas. (Herrera, Arias, & Ruiz, 2017)

Gen rpoB

La Rifr ha sido atribuida a mutaciones puntuales, inserciones y delecciones en una region
limitada del gen rpoB que codifica a la subunidad B de la ARN polimerasa (Figura 7). Estas
mutaciones son asociadas con resistencia fenotipica a rifampicina y son generalmente
localizados en una regién de 81 pb con mutaciones en los codones Ser-531, His-526 y Asp-516.
(Agapito, y otros, 2002)
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Figura 7. Mycobacterium tuberculosis H37Rv, genoma completo - NCBI Reference
Sequence: NC_000962.3 (NCBI, 2020)
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2.3. DEFINICIONES CONCEPTUALES

MUTACION: Es cualquier alteracion de la secuencia de bases de un segmento de ADN
correspondiente a un gen o a un locus, las mutaciones son el resultado de errores en la copia del
ADN durante la division celular, la exposicion a radiaciones o a alguna sustancias quimicas

denominadas mutagenos, o infeccion por virus. (NIH, 2021)

PCR: Es una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa, detectan el ADN o el ARN de un
patogeno (el organismo que causa una enfermedad) o células anormales en una muestra
(MedlinePlus, 2021)

GeneXpert MTB/RIF: es una prueba de amplificacion del &cido nucleico totalmente
automatizada que emplea un cartucho para diagnosticar la tuberculosis y la resistencia a la
rifampicina(OMS, 2016)

NCBI: Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica, es parte de la Biblioteca Nacional
de Medicina de Estados Unidos, una rama de los Institutos Nacionales de Salud. (Cafiedo,
Rodriguez, & Véazquez, 2009)

Gen: es la unidad funcional del cromosoma bacteriano, el cual es una secuencia ordenada de
nucledtidos de ADN que contiene la informacion necesaria para la sintesis de una
macromolécula con funcion celular especifica (Brandan, Aguirre, Llanos, & Rodriguez, 2011)

RESISTENCIA BACTERIANA: es un tipo especifico de resistencia a los
farmacos antimicrobianos. (Calderon & Aguilar, 2016)

DESNATURALIZACION: Por medio de la aplicacion de calor a 94°C, se produce la
separacion de las dos cadenas de la molécula de DNA que se quiere amplificar. (Ramirez,
Méndez, Cocotle, & Arenas, 2003)

HIBRIDACION: proceso por el cual se combinan dos cadenas complementarias simples de
acidos nucleicos (ADN o ARN) y se permite que formen una unica molécula de doble cadena
por apareamiento de sus bases. (NIH, 2021)

EXTENSION: parte final del proceso de PCR y agrega dNTP’s complementarios para crear
las cadenas de ADN completas. (Tamay de Dios, Ibarra, &Velasquillo, 2013)
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2.4, HIPOTESIS

2.4.1. Hipdtesis general

Se podra realizar el diagnostico in vitro mediante la técnica de PCR en tiempo real de
Mycobacterium tuberculosis y mutaciones del gen rpoB en pacientes sintomaticos respiratorios
del Hospital Regional de Huacho - 2021

2.4.2. Hipotesis especifico

o Se podra identificar el nUmero de pacientes que presenta Mycobacterium tuberculosis y a la
mutacion del Gen rpoB por GeneXpert MTB/RIF del Hospital Regional de Huacho - 2021

o Se podra estimar la cantidad de pacientes que presenta Mycobacterium tuberculosis en
GeneXpert MTB/RIF segun grupo etario, género y comorbilidad del Hospital Regional de
Huacho - 2021

o Se podré evaluar la sensibilidad y valores predictivos de BAAR-Ziehl-Neelsen y GeneXpert
(MTB/RIF) en muestras de pacientes sintomaticos respiratorias del Hospital Regional de
Huacho — 2021

2.4.3. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLES SUBVARIABLES DIMENSIONES INDICADORES Unidad \
e Nunca tratados
Pacientes SR Formato de solicitud e Antes tratado Escala
de investigacion e Recaida nominal
bacteriologica e Abandono recuperado
e [racaso

e Negativo (-)

INDEPENDIENTE: e Numero exacto de
bacilos en 100 campo; Escala
Baciloscopia Informe de resultados e Positivo (+) numeral
de baciloscopia de esputo e  Positivo (++)
DIAGNOSTICO IN e Positivo (+++)

VITRO DE PCR EN
TIEMPO REAL De

Mycobacterium
tuberculosis .
e Infancia
e Nifiez
Grupo etario Tiempo e Adolescencia Escala
e Juventud ordinal
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e Adultez
e Ancianidad
e Masculino Escala
Sexo Origen de nacimiento e Femenino nominal
e Personas viviendo con
VIH (PVV)
e Personas privadas de su
libertad (PPL)
o Diabetes mellitus (DM)
e Contacto TB-MDR
e Nifos
Comorbilidad : Qgrc;:)e;;e gfaesalud S1/NO Esca]a
. .. nominal
e Personal penitenciario
e Casos de th extra
pulmonar
e SR en adulto mayor
(+de 60arios)
o Gestantes
Casos de seguimiento
diagnostico
e Antes tratado
MTB NO
DETECTADO
MTB DETECTADO  Escalade
Técnica Xpert Informe de resultados MUY ALTO Likert
MTB/RIF MTB DETECTADO
ALTO
MTB DETECTADO
MEDIO
MTB DETECTADO
BAJO
MTB DETECTADO
MUY bajo
DEPENDIENTE:
DETECCION Y Técnica Xpert Informe de resultados e RIFNO Escala
MUTACIONES DEL ~ MTB/RIF sobre mutacion del DETECTADO nominal
GEN RPOB EN gen rpob e RIF DETECTADO
PACIENTES
SINTOMATICOS
RESPIRATORIO
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3.1. DISENO METODOLOGICO

3.1.1. Tipo de investigacion
Tipo de investigacion segun la naturaleza del estudio es de tipo basico y segun la evolucion del

fendmeno es un estudio de tipo transversal (Rodriguez & Mendivelso, 2018)

3.1.2. Nivel de investigacion
Nivel descriptivo

3.1.3. Disefio de investigacion
Disefio tipo no experimental.

3.1.4. Enfoque de investigacion

Tipo de investigacion segun su enfoque es de tipo cuantitativo

3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. Poblacién
La poblacidn es en la que la eleccién de los elementos no depende de la probabilidad sino de las
caracteristicas de la investigacion, de subgrupo criterial o intencional. (Otzen & Manterol, 2017)

3.2.2. Muestra

El tipo de muestra de este proyecto de investigacion es muestra no probabilistica o dirigida y la

muestra estuvo representada por un total de 287 muestras.
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3.3. TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS
Método, Técnicas e instrumento de recoleccion de datos

[ PREPARACION DE VESTIMENTA ]

4 \
i RECOJO DE MUESTRAS EN EL AREA DE PROGRAMA DE
TUBERCULOSIS
c I )
I 4 j . N\
SEPARACION DE MUESTRAS SEGUN EL ORDEN DE MUESTRA .
= > | 12v SEGUIMIENTO -
O G J
S ~N
Cc | — | PROCESAMIENTO DE MUESTRAS (LA TECNICA DE ZIEHL
NEELSEN) )
(@] ,
5 y [ DECOIL ORACION ]
| | — [ OBSERVACION MICROSCOPICA DE BACILOSCOPIAS ]
A
REPORTE DE [ NEGATIVO ]
— | RESULTADOS
[ RECOJO Y VERIFICACION DE MUESTRAS PARA PROCESO DE GENEXPERT ]
G [ PREPARACION DE MATERIALES PARA PROCESO DE GENEXPERT ]
E
N TECNICAS PARA LA CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS EN PRUEBA
E GENEXPERT
I)D( _ [ PREPARACION DEL CARTUCHO ]
E [ TRASLADOS DE MUESTRA AL SERVICIO DE INMUNOLOGIA ]
T [ PROCESO DE PCR EN EL EQUIPO GENEXPERT ]
[ INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS ]
[ VISUALIZACION E IMPRESION DE LOS RESULTADOS ]
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3.3.1. BACILOSCOPIA

3.3.1.1. Preparacion de vestimenta

El personal se prepard con una vestimenta especial que correspondio al uso de un mandil
descartable, colocacion de guantes de latex (2 pares), un lente protector, gorro descartable de
laboratorio, protector facial y un respirador N° 95.

3.3.1.2. Recojo de muestras en el area de programa de tuberculosis
El personal se dirigi6 al servicio de programa de tuberculosis, que se encuentra dentro de las
instalaciones del Hospital Regional de Huacho donde se recolecto y dejo las muestras para

baciloscopia.

3.3.1.3. Separacion de muestras segun el orden de muestra 1,2 y seguimiento

Dentro del servicio de programa de tuberculosis, se recogio las muestras de esputos, segun la
orden de muestra que se dejo ya previamente en el servicio, ya sea primera, segunda muestra o
seguimientos de sintomaticos respiratorios, también ya sea el caso si es otro tipo de muestra
extrapulmonares, ejemplo LCR, jugo géastrico, secrecion bronquial; nos basaremos en el
FORMATO DE SOLICITUD DE INVESTIGACION BACTERIOLOGICA (ver ANEXO

1y 2) y se dirigio al servicio de laboratorio clinico.

3.3.1.4. Procesamiento de muestras para baciloscopia

Posteriormente al llegar a laboratorio se encendié la luz y aire de la cabina de flujo laminar
horizontal, (ver ANEXO 10) teniendo listo laminas porta objeto ya enumeradas (en orden
ascendente), para la reparacion del frotis; estas muestras seran muestras frescas (no mas de dos
dias), en cantidad minima de 5 ml aproximadamente; se tomé un baja lengua de madera partido
en dos, tratando que las puntas queden asperas, luego con ellas se realizo el frotis sobre el porta
objetos con movimientos suaves, circulares, tratando de dispersarlo en forma homogénea en el
centro de la lamina, dibujando un circulo u 6valo, sin llegar a los bordes de la lamina para evitar
que me contamine al manipularlo.

Se verifico que el extendido de la muestra tenga el grosor homogéneo y adecuado, si en el caso
que fuera demasiado fino el extendido, es posible producir un resultado falso negativo, en el
caso si fuera muy grueso, la muestra puede desprenderse durante la coloracion o puede resultar

dificil la visualizacion de bacilos debajo de una capa gruesa de mucus, al terminar se dejara

secando a temperatura ambiente.
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Luego se desecho el aplicador de madera en un contenedor con solucion de cloro, cerrando el
envase de la muestra con la que se realizo el extendido y se dejo al lado de las muestras ya
procesadas, y asi se continud con las demas muestras.

Seguidamente se conservo las muestras hasta terminar las lecturas de la baciloscopia en una
refrigeradora y se verifico que no sea necesario realizar un nuevo extendido y si fue positivo se

conservo hasta enviarlo para un MODS o CULTIVO.
3.3.1.4.1. LA TECNICA DE ZIEHL NEELSEN

Se dispuso de unas gradillas de metal en forma paralela con una distancia de 5 cm, se colocé en
el orden correspondiente las ldAminas portaobjetos con el frotis y se mantuvo una separacion de
al menos 1 cm entre ellas, para la coloracion Ziehl Neelsen, que es el método de coloracion con
fucsina calentada hasta la eliminacion de vapores, decoloracion con alcohol acido y luego con
azul de metileno.

Se empez6 cubriendo totalmente la superficie del extendido con fucsina bésica fenicada recién
filtrada, se dispenso el colorante con suavidad, sin salpicar y sin tocar con el embudo los
extendidos, seguidamente se preparé una mecha embebida en alcohol, se calenté suavemente
por debajo de los extendidos, con movimientos de vaivén, hasta que se observo que se desprende
los primeros vapores blancos, teniendo en cuenta de no calentar la muestra; si en caso hubiera
un derrame del colorante, se dispuso a reponer la fucsina, sin dejar secar el preparado.

En el término de aproximadamente cinco minutos se calento tres veces hasta emision de vapores;
esto es suficiente para que la fucsina penetre adecuadamente en el bacilo y se fije a sus lipidos.
Se enjuago con abundante agua; suavemente y cuidadosamente la superficie eliminando
totalmente la solucion de fucsina, también se realiz6 por la parte posterior, se inclind el
portaobjetos para eliminar el exceso de agua y asi se evitara diluir los reactivos que se utilizaran
después.

3.3.1.4.1.1. Decoloracion

Se cubrié la totalidad del extendido con solucién acido alcohol resistente y se dejé actuar
aproximadamente de 1 a 3 minutos, se enjuago con abundante agua y se verifico que el
extendido se ha decolorado totalmente, se elimino el exceso de agua inclinando el portaobjetos.

Si la lamina sigue coloreada se agrego6 por segunda vez solucion acido alcohol resistente.
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3.3.1.4.1.2. Coloracion de fondo

Seguidamente se cubri6 todo el extendido con solucidn de azul de metileno y se dej6 actuar
durante 1 a 1.5 minutos, se enjuago las laminas en ambas caras con agua, posteriormente se
colocaron las laminas en una gradilla para laminas y se dejo secar a temperatura ambiente.

Finalmente se encendid la luz UV durante 15 a 20 minutos.

3.3.1.5. Registro de muestras

El registro de muestras se realizo en el: “LIBRO DE REGISTRO DE MUESTRAS PARA
INVESTIGACION BACTERIOLOGICA EN TUBERCULOSIS” (Ver ANEXO 3y 4), los
que incluye: un numero de ingreso del afio, fecha de recepcidn, apellidos y nombres completos,
sexo, edad, historia clinica, DNI, EE SS procedencia, calidad y cantidad de muestra,
BACILOSCOPIA [ sintomatico respiratorio (nimero de muestra (1,2) y resultado), Rx anormal,
extrapulmonar, control (N° de mes (1,2,3, .....,8, 24), resultado], PRUEBA DE
SENSIBILIDAD RAPIDA [ fecha de inicio, fecha de resultado, método, R, H] , CULTIVO [
fecha de siembra, fecha lectura final, resultado] y observaciones.

Ahi es donde se registraron todas las érdenes llenando todos los datos correspondientes a su

orden.

3.3.1.6. Lectura de baciloscopia

Se esperd a que las laminas se hayan secado completamente a temperatura ambiente, se tomd
cada extendido con la cara que contiene la muestra hacia arriba, se agregd 1 gota de aceite de
inmersion y se dio lectura en el microscopio a 100X. Ver Tabla 1. (ver ANEXO 9, 11,12,13 y
14)

3.3.1.7. Reporte de resultados

El reporte de cada muestra ya procesada, fue en el “LIBRO DE REGISTRO DE MUESTRAS
PARA INVESTIGACION BACTERIOLOGICA EN TUBERCULOSIS”. (ver ANEXO 3

y4)
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Tabla 1. Informe de resultados de baciloscopia de esputo
INFORME DE RESULTADOS
RESULTADOS DEL EXAMEN MICROSCOPICO DE BACILOSCOPIA

No se observan bacilos &cido alcohol resistente (BAAR) en Negativo (-)

100 campos observados

Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos observados NUmero exacto de bacilos en 100
(paucibacilar)* campos
Menos de 1 BAAR promedio por campo en 100 campos Positivo (+)

observados (10-99 bacilos en 100 campos )

De 1 a 10 BAAR promedio por campo en 50 campos Positivo (++)
observados

Maés de 10 BAAR promedio por campo en 20 campos Positivo (+++)
observados.

* Se observa de 1 a 9 BAAR en 100 campos microscopicos, leer otros 100 campos microscopicos. Si persiste

el resultado se anotaré el hallazgo en el registro y la muestra se enviara para cultivo. (MINSA, 2013)

3.3.2. GENEXPERT

3.3.2.1. Recojoy verificacion de muestras para proceso de GeneXpert

El personal recogid las muestras del servicio de programa de TBC del Hospital Regional de
Huacho, con EPP de proteccion adecuado, se verifico el tipo de muestra a trabajar que
correspondiera a cada paciente la cantidad necesaria de muestra, dejando 2 frascos con muestras

diferentes del mismo paciente.

3.3.2.2. Preparacion de materiales para proceso de GeneXpert

Al llegar a laboratorio se recolecto todos los materiales a utilizar, por cada muestra a procesar
se utiliz6 1 tubo de ensayo conico para centrifuga estéril, pipetas Pasteur de plastico de 2 ml,
guantes de nitrilo, cartuchos MTB/RIF y reactivo. (ver ANEXO 15)

3.3.2.3. Técnicas para la caracterizacion de las muestras en prueba GeneXpert

El sistema GeneXpert integrara y automatiza el procesamiento de muestras, la amplificacion de
acidos nucleicos y la deteccion de las secuencias diana en muestras sencillas o complejas
mediante ensayos de PCR y PCR de transcriptasa inversa en tiempo real. (SANABRIA, 2018)
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Al llegar al laboratorio se encendi6 la cabina de flujo laminar, se tuvo listos tubos de ensayo
conicos de 14 ml estériles, y se colocaran en una gradilla, se les coloco sus nombres completos

y numero de orden de las muestras a procesar.

Con una pipeta Pasteur de plastico se cogio 1 ml de muestra sea de muestra pulmonar (esputo)
y/o muestras extrapulmonares (LCR, jugo gastrico, secrecion bronquial, etc); se agrego al tubo
de ensayo cénico, seguidamente se agregoé 2ml de reactivo, se agito enérgicamente de 10 a 20

veces en un vortex durante 10 a 20 segundos como minimo.

Se incubo durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego se agito la muestra enérgicamente
10 a 20 veces con un vortex durante 10 segundos como minimo, por Gltimo se incubo la muestra

a temperatura ambiente durante 5 minutos més. (Ver ANEXO 20)

3.3.2.4. Preparacion del cartucho
Se abrid la tapa del cartucho, seguidamente se abrio el recipiente del tubo conico y con una
pipeta de transferencia suministrada, se aspird la muestra liquida hasta suministrar al cartucho

2 ml de la muestra.

Se transfirié la muestra al interior de la cAmara de muestra del cartucho Xpert MTB/RIF®; se

dispenso la muestra lentamente para reducir al minimo el riesgo de formacion de aerosol.

Finalmente, se cerrd firmemente la tapa, teniendo en cuenta que en cada cartucho con un

rotulador deben estar sus datos del paciente.

3.3.2.5. Traslados de muestra al servicio de inmunologia

Al terminar de procesar todas las muestras, se guardaron en su caja de traslado y se mantendran
a conservacion a 4°C hasta su resultado; los cartuchos se trasladaron al servicio de inmunologia
para su proceso. (ver ANEXO 5,6,7,8 y 16)

Nota: Teniendo en cuenta que es otro servicio se dio paso al cambio de EPP para ingresar al

servicio de inmunologia.

3.3.2.6. Proceso de PCR en el equipo GeneXpert
Se encendio el equipo GeneXpert, seguidamente su ordenador; el software GeneXpert se inicid

automaticamente y se dio clic en el icono del acceso directo del software GeneXpert Dx en el

escritorio de Windows. (Figura 8)
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Se inici6 una sesion en el software del GeneXpert Dx System con un nombre de usuario y su
contrasefia del personal encargado, en la ventana GeneXpert Dx System, se hizo clic en Create
Test (Crear prueba) y aparecio un cuadro de didlogo Scan Sample ID (Escanear Id. de muestra)
y se escaneo el cartucho con su lector de cddigo de barras, esto permitio verificar el lote, fecha

de expiracion y prueba a realizarse. (ver ANEXO 17)

Se registro el codigo de muestra, fecha, datos del paciente (apellido y nombres) y tipo de
muestra, seguidamente se colocé el nombre de usuario y contrasefia para que pueda ejecutarse
la prueba, luego de ello el equipo permitié un acceso a un modulo siempre y cuando se tuvo la
luz amarillo intermitente que tiene el equipo. Se cargd el cartucho dentro del moédulo y se cerr
la puerta con firmeza; ya cuando estuvo dentro su luz amarilla intermitente cambio a amarillo
fija, (ver ANEXO 18 )se puso en ejecucion la prueba y de un tiempo estimado de 2 horas. Se
esperd ese tiempo hasta el término de su proceso cuando finaliza la prueba la luz del médulo se

apagara.

3.3.2.7. Interpretacién de los resultados

3.3.2.7.1. Razones para repetir la prueba

Se realiz6 el proceso 2 veces, siempre y cuando un resultado es INVALIDO, ya que el control
SPC fallo 0 no se proceso correctamente y la PCR se inhibié; un resultado de ERROR, indica
que el PCC (QC1 0 QC2) ha fallado o se ha producido un fallo del sistema, y se ha interrumpido

el ensayo; NO RESULT indico que no se han recogido suficientes datos

1 2 4
Mezclar  Apadir 3 Detectar
Insertar g

Figura 8. Resumen de procedimiento para PCR en tiempo real con el equipo del
GENEXPERT.1) Mezclar, 2)Afiadir, 3) Insertar y 4) Detectar. (OPS, 2016)
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3.3.2.8. Visualizacion e impresion de los resultados

Luego del paso de 2 horas aproximadamente el sistema del instrumento GeneXpert genero los
resultados a partir de las sefiales fluorescentes medidas y los algoritmos de célculo integrados.
(Ver ANEXO 19)

La identificacion de muestra se asocio a los resultados de la prueba y se muestra en la ventana
View Results (Ver resultados) y en todos los informes, asi se imprimieron todos los resultados
de la prueba GeneXpert.

3.4. TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Los resultados fueron procesados utilizando el programa de Microsoft Excel 2016 considerando

las herramientas descriptivas con un nivel de significancia de 95%.
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PRESENTACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

En latabla 2y figura9y 10, corresponde al total de pruebas realizadas desde el mes de Marzo
a Noviembre del 2021, la cual su porcentaje total segun grupo etario de infancia correspondio
al 1.39%, nifiez 2.79%, adolescencia 1.74%, juventud 24.39%, adultez 54.36 % vy la
ancianidad 15.33%.

Del total de muestras procesadas se obtuvo un 16.03% del sexo femenino y 83.97% del sexo

masculino.
Tabla 2. Total de pruebas realizadas segun el grupo etario y sexo
GRUPO ETARIO F M TOTAL %
INFANCIA 2 2 4 1.39 %
(1 -5 afios)
NINEZ 4 4 8 2.79%
(6 — 12 afos)
ADOLESCENCIA 3 2 5 1.74 %
(16 — 18 afios)
JUVENTUD 3 67 70 24.39%
(19 — 26 afios)
ADULTEZ 22 134 156 54.36%
(27 — 59 arios)
ANCIANIDAD 12 32 44 15.33%
(60 a+)
TOTAL 46 241 287 100%

% GRUPO ETARIO

ANCIANIDAD 'NF;\;'C'A NINEZ
15% - 3%

ADOLESCENCIA
2%

ADULTEZ
54%

Figura 9. Total de pruebas realizadas segun el grupo etario
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Figura 10. Porcentaje de muestras procesadas segun su sexo (origen de nacimiento)

En latabla 3 y figura 11 se ve la Relacion de pacientes positivos con el método Xpert frente
a su origen de nacimiento, lo cual se observa que del sexo femenino ocupa el 18.18% vy del

sexo masculino un 81.82%.

Tabla 3. Relacion de pacientes positivos con el método Xpert frente a su origen de

nacimiento.
F M
MTB DETECTADO ALTO 7 12 19
MTB DETECTADO BAJO 0 11 11
MTB DETECTADO MEDIO 3 19 22
MTB DETECTADO MUY BAJO 0 3 3
TOTAL 10 45 55
TOTAL % 18.18 81.82 100.00
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W % De Pacientes Positivos

81.82

18.18

SEXO FEMENINO SEXO MASCULINO

Figura 11. Porcentaje de pacientes positivos con el método Xpert frente a su origen de sexo

En latabla 4 y figura 12 se encuentra el Porcentaje (%) total de pacientes con resultado de la
técnica GeneXpert con antecedentes de tratamiento segun la ficha de investigacion
bacterioldgica, los cuales se obtiene por resultado de 12.9% para antes tratado, 86.8% para
nunca tratado, 0.3% para pacientes con recaida y 0% para pacientes con abandono recuperado

y fracaso.

Tabla 4. Resultados de porcentaje de procesos de GeneXpert relacionados con

antecedentes de tratamiento

ANTECEDENTE DE TRATAMIENTO CANTIDAD DE %
PROCESO DEL METODO TOTAL
XPERT MTB/RIF

ANTES TRATADO 37 12.9 %

NUNCA TRATADO 249 86.8 %

RECAIDA 1 0.3%
ABANDONO RECUPERADO 0 0%
FRACASO 0 0%

TOTAL 287 100 %
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Antecedentes de tratamiento

B Antes Tratado M Nunca Tratado M Recaida " Abandono Recuperado M Fracaso

Figura 12. Porcentaje de pacientes segun antecedentes de tratamiento segun la ficha de

investigacion bacteriolégica con respecto a resultado del GeneXpert

En la tabla 5 se observa (%) total de pacientes con resultado del método Xpert, los cuales en
resultado error tiene un 3.83%, MTB DETECTADO ALTO 6.62 %, MTB DETECTADO
BAJO 3.83 %, MTB DETECTADO MEDIO 7.67 %, MTB DETECTADO MUY BAJO 1.05
%y MTB NO DETECTADA 77.00 %

Tabla 5. Muestras procesadas segin el método Xpert MTB/RIF segln antecedentes de

tratamiento

ANTECEDENTE DE
TRATAMIENTO

RESULTADO Del METODO TOTAL TO°/T°AL
XPERT MTB/RIF ANTES  NUNCA RECAIDA
TRATADO TRATADO

ERROR 1 10 0 11 3.83%

MTB DETECTADO ALTO 1 18 0 19 6.62%
MTB DETECTADO BAJO 3 8 0 11 3.83%
MTB DETECTADO MEDIO 2 19 1 2 7.67%
MTB DETECTADO MUY 1 2 0 3 1.05 %

BAJO
MTB NO DETECTADA 29 192 0 21 77.0%

TOTAL 37 249 1 287 100 %




En la tabla 6 y figura 13, se observa el diagnostico in vitro de PCR en tiempo real de
Mycobacterium Tuberculosis segin su comorbilidad de la investigacion, obteniéndose como
resultado Personas viviendo con VIH 0.35 %, Personas privadas de su libertad 60.63 %,
Personas con diabetes mellitus 0.00 %, Contactos TB-MDR 1.05 %, Nifios menores de 11
afios 2.44 %, Adolescentes (entre 12 y 17 afios) 0.35 %, Trabajadores de salud 6.27 %,
Trabajadores penitenciarios 0.00 %, Tb extrapulmonar (Jugo Gastrico, Lig Ascitico y LCR)
4.53%, Adultos mayores de 60 afios 15.33 %, Mujeres gestantes 0.00 %, Casos en
seguimiento diagnostico 0.00 %, Antes tratados 12.89% y Otros 20.56

Tabla 6. Diagnostico in vitro de PCR en tiempo real de Mycobacterium Tuberculosis segun

su comorbilidad

PERSONAS VIVIENDO CON VIH 0.35
PERSONAS PRIVADAS DE SU LIBERTAD 60.63
PERSONAS CON DIABETES MELLITUS 0.00
CONTACTOS TB-MDR 1.05
NINOS MENORES DE 11 ANOS 2.44
ADOLESCENTES (ENTRE 12 Y 17 ANOS) 0.35
TRABAJADORES DE SALUD 6.27
TRABAJADORES PENITENCIARIOS 0.00
TB EXTRAPULMONAR 453

(JUGO GASTRICO, LIQ ASCITICO Y LCR)
ADULTOS MAYORES DE 60 ANOS 15.33
MUJERES GESTANTES 0.00
CASOS EN SEGUIMIENTO DIAGNOSTICO 0.00
ANTES TRATADOS 12.89
OTROS 20.56
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DIAGNOSTICO IN VITRO DE PCR EN TIEMPO
REAL SEGUN SU COMORBILIDAD

TOTAL (%)

60.63

15.33
12.89
20.56
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Figura 13. DIAGNOSTICO IN VITRO DE PCR EN TIEMPO REAL SEGUN SU
COMORSBILIDAD

En la tabla 7 y figura 14 se observa resultados con el método XPERT MTB/RIF segun el
tipo de muestras procesadas durante esta investigacion, las cuales se observa el mayor
porcentaje de proceso en la muestra de ESPUTO con un 95.47%, seguidamente de JUGO
GASTRICO con 2.09%, LCR con 1.39% y LIQ. ASCITICO con 1.05%.

La muestra de Esputo con respecto a los resultados con el método XPERT MTB/RIF en tipo
de Error se tiene un 3.83%, Mtb Detectado Alto con un 6.62%, Mtb Detectado Bajo con un
3.83%, Mtb Detectado Medio con un 7.32%, Mtb Detectado Muy Bajo con 1.05% y
finalmente Mtb No Detectada con un 72.82%. En la muestra de Jugo Géstrico se obtuvo Mtb
Detectado Medio 0.35% y Mtb No Detectada 1.74%. Finalmente en muestra de LCR se
obtuvo un 1.39% con Mth No Detectada y Lig. Ascitico un 1.05%.
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Tabla 7. Resultado con el método XPERT MTB/RIF segun tipo de muestras usadas en esta

investigacion

ERROR 11 3.83 0 0.00 0 0.00 0 0.00
MTB DETECTADO 19 6.62 0 0.00 0 0.00 0 0.00
ALTO
MTB DETECTADO 11 3.83 0 0.00 0 0.00 0 0.00
BAJO
MTB DETECTADO 21 7.32 1 0.35 0 0.00 0 0.00
MEDIO
MTB DETECTADO 3 1.05 0 0.00 0 0.00 0 0.00
MUY BAJO
MTB NO DETECTADA 209 72.82 5 1.74 4 1.39 3 1.05
TOTAL 274 95.47 6 2.09 4 1.39 3 1.05
% TOTAL 95.47% 2.09% 1.39% 1.05%
M Esputo M Jugo Gastrico MLCR mLIQ. Ascitico
. o O O I o O O . o O O I g o o i o O O = -
ERROR MTB ALTO MTB BAJO MTB MEDIO MTB MUY BAJO MTB NO

DETECTADA

Figura 14. RESULTADO GRAFICO CON METODO XPERT MTB/RIF SEGUN TIPO
DE MUESTRAS

En la tabla 8 y figura 15 y 16 se observa la relacion entre los resultados de baciloscopias y
resultados del método Xpert MTB/RIF, las cuales se observa la relacion sobre toda
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baciloscopia detectada para _Mycobacterium tuberculosis y la deteccion de asertividad para
MTB DETECTADA, la cual se tuvo por resultado 0.35 % en relacion BAAR 03 Mtb
Detectado Medio, 0.35% en relacion BAAR 05 Mtb Detectado Medio, 5.57 % en relacion
POSITIVO 1+ en Mtb Detectado Alto, Bajo Y Medio; 1.05% En Relacion POSITIVO 2++
En Mtb Detectado Alto Y Medio y 2.78 % en relacién POSITIVO 3+++ en Mtb Detectado
Alto; lo cual se observa que mediante baciloscopia se obtuvo un 10.45% de positividad y un
10.01 frente al método Xpert.

Tabla 8. Resultado de baciloscopias 1% y 2% muestra vs evaluacion a resultado del método

XPERT
RESULTADO DE Método XPERT MTB/RIF %
T
RESULTAD E T (0]
O DE R MTB MTB MTB MTB MTB o T
BACILOSC R DETEC DETECTA DETECTA DETECTA NO T A
OPIA (0] TADO DO BAJO DO MEDIO DO MUY DETEC A L
R ALTO BAJO TADA L
BAAR 03 0 0 0 1 0 0 1 0.35%
BAAR 05 0 0 0 1 0 0 1 0.35%
NEGATIVO 10 0 10 13 3 221 257 89.55%
POSITIVO 1 9 1 6 0 0 17 5.92%
1+ (5.57%)
POSITIVO 0 2 0 1 0 0 3 1.05%
2++
POSITIVO 0 8 0 0 0 0 8 2.78%
3+++
TOTAL 11 19 11 22 3 221 287 100%

BACILOSCOPIA POSITIVA

0.35 0.35 1.05

7
6
5
4
3
2
1
(0]

BAAR 03 BAAR 05 POSITIVO 1+ POSITIVO 2++ POSITIVO 3+++

Figura 15. Resultados positivas mediante la técnica de baciloscopias




BACILOSCOPIA POSITIVA FRENTE A METODO
XPERT

5.57

BAAR 03 BAAR 05 POSITIVO 1+ POSITIVO 2++ POSITIVO 3+++

M BACILOSCOPIA POSITIVA FRENTE A METODO XPERT

Figura 16. Resultados del método Xpert mediante resultados de baciloscopia

En la tabla 9 se observa el porcentaje de resultados positivos frente a la identificacion de la
mutacién gen rpoB; las muestras con resultado MTB DETECTADA (resultados positivos)
obteniéndose un 30.91 % en MTB DETECTADO ALTO, 20 % en MTB DETECTADO
BAJO, 36.36% en MTB DETECTADO MEDIO y 5.45 % en MTB DETECTADO MUY
BAJO; para Resistencia a Rifampicina No Detectada, mientras que frente a la identificacion
de la mutacion gen rpoB se observo un 3.64% MTB DETECTADO ALTO y un 3.64% MTB
DETECTADO MEDIO

Tabla 9. Resultados positivos con el método XPERT MTB/RIF con identificacion a

mutacién del gen rpob

RIF Total % RIF NO Total %
DETECT DETECT
ADA

MTB DETECTADO ALTO 2 3.64 17 30.91 19 34.55%

MTB DETECTADO BAJO 0 0.00 11 20.00 11 20%

MTB DETECTADO MEDIO 2 3.64 20 36.36 22 40%
MTB DETECTADO MUY 0 0.00 3 5.45 3 5.45%

BAJO
TOTAL 4 7.27 51 92.73 55 100%
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Tabla 10. El indice kappa

Positivos 30 0 30
NEGATIVOS 26 221 247
TOTAL 56 221 277
Alpha 0.05
kappa 0.6480305
std err 0.06150303
lower 0.52748677
upper 0.76857422

indice Kappa Interpretacién

0.90-0.20 infima concordancia
0.20-0.40 Escasa concordancia
0.40-0.60 Moderada concordancia
0.60-0.80 Buena concordancia
0.80 - 1.00 Muy Buena concordancia

Figura 17. Interpretacion del indice de Kappa
Tabla 11. Porcentaje de Sensibilidad, Especificidad, VPN, VPP

La Sensibilidad (S) 0.54 53.6
La Especificidad € 1.00 100.0
El Valor predictivo negativo 1.00 100.0
(VPN)
El Valor predictivo positivo (VPP) 0.89 89.5
% DE FALSOS NEGATIVOS 46.4 %
% DE FALSOS POSITIVOS 0.0 %
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5.1. Discusion de resultados

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa, curable y prevenible con un importante
componente social, las cuales en el mundo y nuestro pais atn no pueden combatirlo al 100%,
gracias a muchos métodos avanzados hoy en dia ayuda a la poblacion a tener resultados

fiables, certeros y rapidos, para un tratamiento a tiempo y poder combatir la enfermedad.

Villalobos Morales, C. & otros (2018) en su investigacion presentd una sensibilidad frente al
método Xpert para muestras pulmonares de 86.49% y en las muestras pulmonares, el valor
predictivo positivo (VPP) fue de 52.38% y valor predictivo negativo (VPN), fue de 99.22%;
muestras extrapulmonares de 90.18%; VPP para muestras extrapulmonares en este estudio
fue de 25.00% y el VPN de 98.38%. EIl indice de Kappa que registro fue de 0.61, segln su
investigacion mientras que en esta tesis se present6 in indice de 0.64 la cual indica que

presenta este trabajo buena concordancia frente a la investigacion.

En la presente tesis se obtuvo una sensibilidad del método Xpert con relacion a bacilospia
mediante la tincion Ziehl-Neelsen del de 53.6% Yy una especificidad de 100%, mientras que
en investigaciones segun (Colomer Roig, 2018) menciona en su trabajo de tesis que se
encuentra su especificidad entre el 93.4% y 99.4%, teniendo en cuenta que esta investigacion
se tuvo un 95% vy el tiempo de investigacion fue durante 6 afios consecutivos desde el afio
2010 al afo 2015; con valores de méas de 145 resultados positivos ante esta prueba. La
importancia de los valores predictivos es muy importante ya que mediante este valor se puede
considerar mejoras y furas investigaciones en esta tesis con la método Xpert se obtuvo un
valor predictivo positivo de 89.5% y un valor predictivo negativo de 100%; la cual en la
investigacion de (Colomer Roig, 2018) su valor predictivo positivo fue 97.97% y su valor
predictivo negativo fue de 95.45%, la negatividad de una prueba de baciloscopia no seria
valido cuando se existe una fuerte sospecha de Tuberculosis, ya que se puede presentar la
positividad mediante una prueba de PCR en tiempo real y para algunos resultados de
positividad mediante la prueba de baciloscopia tendra que ser confirmada por una prueba de

PCR lo cual indicaria una falsa positividad.

SANABRIA DELGADO, (2018) refiere en su investigacion que el porcentaje del sexo
masculino presenta un predominio de 68.2 % y del sexo femenino 31.8 %; en muestras de

esputo segun su investigacion se encontrd un 82.8% y en muestras extrapulmonares refirio
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como LCR un 10.4%, Aspirado géstrico con un 0.2% y Lavado broncoalveolar un 6.6%; y
con respecto a su positividad frente a baciloscopia con MTB detectada en pacientes
femeninos se obtuvo un 27% y masculinos 80%; mientras que en la presente tesis se presenta
un porcentaje de procesos del sexo masculino un 83.97 % y del sexo femenino 16.03 %;y de
ellas segun muestras de esputo se obtuvo un 95.47% , en muestras extrapulmonares con jugo
géastrico 2.09%, LCR 1.39% y Lig. Ascitico 1.05%; las cuales su porcentaje de positividad
frente al método Xpert difiere en ambos sexos, predominando en del sexo masculino con
81.82% y del sexo femenino con 18.18%; la cual concuerda con SANABRIA DELGADO,
(2018) que menciona que en gran parte del mundo hay mas probabilidad de que hombres se
les diagnostique esta enfermedad y esta situacion puede deberse en parte a diferencias
epidemioldgicas como la exposicion, riesgos de infeccidn y la progresion de la enfermedad.
La resistencia antimicrobiana hoy en dia va en aumento del nimero de casos frecuente; frente
a una o varias mutaciones del ADN, la cual genera que asi sea uno de los tantos factores a
que este patdgeno se enfrente, como en la investigacion de Ullah & otros (2016) que trabajo
con 2391 muestras, 1408 (59%) resultaron positivas para MTB vy, entre ellas, 408 (29%)
mostraron resistencia a la rifampicina con mutaciones diferentes del gen rpoB dentro de 81
pb; en la tesis presentada se mostrd 287 (100%) del total, la cual 55 (19.17%) de resultados
positivos para MTB Detectada, la cual presentaron resistencia 4 (7.27%) mostrando
alteraciones en el gen rpoB.

Frente a enfermedades con comorbilidad una de las méas preocupantes es de las personas
afectadas por el HIV por su parte Carriquiry Carrefio, G. (2013) en su investigacién demostro
que pacientes con VIH muestran una alta sospecha clinica de TB, obteniéndose la
sensibilidad de MTB / RIF fue del 97,8% , la especificidad fue del 97,7%; Mayta Condori,
E. (2018), con pacientes con HIV, con diabetes mellitus presenta el 10.05%, mientras en la
presente tesis se observo que personas con VIH corresponden al 0.35 %, Personas privadas
de su libertad 60.63 %, Personas con diabetes mellitus 0.00 %, Contactos TB-MDR 1.05 %,
Nifios menores de 11 afios 2.44 %, Adolescentes (entre 12 y 17 afios) 0.35 %, Trabajadores
de salud 6.27 %, Trabajadores penitenciarios 0.00 %, Tb extrapulmonar (Jugo Gastrico, Liq
Ascitico y LCR) 4.53%, Adultos mayores de 60 afios 15.33 %, Mujeres gestantes 0.00 %,
Casos en seguimiento diagnaéstico 0.00 %, Antes tratados 12.89% y Otros 20.56%.
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CAPITULO VI:
~ CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES




6.1. Conclusiones

Se observé que el grupo etario con mayor nimero de muestras procesadas fue en la etapa
de adultos con un 54.36 %; la cual corresponde al 83.97 % al sexo masculino

De resultados positivos mediante el método Xpert se obtuvo un porcentaje elevado de
81.82% del sexo masculino.

Las muestras procesadas con el método Xpert se obtuvo 86.8% para pacientes nunca
tratado

Se observé un elevado porcentaje de comorbilidad en personas privadas de su libertad
con un 60.63%.

De las muestras biologicas usadas en esta investigacion; la muestra de esputo se
procesaron en un 95.47%, las cuales dieron el mejor resultado para el diagndstico de
tuberculosis.

Se observd mediante baciloscopia un 10.45% de pacientes positivos, lo cual frente al
método Xpert mostro un 10.01% de positividad.

Se identifico la mutacion gen rpoB en un 7.27%, consecuentemente la evaluacion de la
sensibilidad fue de 53.6%, Especificidad de 100% y valores predictivos negativo (VPN)
de 100%.

6.2. Recomendaciones

Se recomienda a los futuros Tesista que tengan interés en el proyecto, de hacer la
complementacion con més distribuciones, como observacion de segun localidad, en nifios
menores de edad, en pacientes alcohdlicos, pacientes drogadictos, u otro factor que
presente de riesgo a la resistencia.

Originar un seguimiento de este método Xpert frente a la Baciloscopia, comparando afios
de estudio, y el cambio de tamafio de muestra afecte el indice de concordancia ya
preestablecido.

Seguir con investigacion mas afondo de uso de tipo de muestra probabilistica para
asegurar que el sexo masculino tiene la mayor probabilidad de verse afectado frente a
esta enfermedad de la tuberculosis y a su resistencia.
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ANEXO
ANEXO 1. FORMATO DE SOLICITUD DE INVESTIGACION BACTERIOLOGICA

i_ | nmnn FORMATO DE SOLICITUD DE INVESTIGACION BACTERIOLOGICA | ﬂﬂﬂm!cm

EESS! 1ovvironeissniins et e ZLBBOVIEHI oot o ssa i s c:amarr|:|
- S, s Edad | | sexal ]
Hist, Clinica | ol Teléfona | |
B OIS s i AR B B MmO S S A 4O o 43R AL ey S Cp A A e O e e
POV o S s BRI 0 s e oo e

T B 2 s S s S s s e e e s, i e B

2 TG G B BB . iy s SR e o Esputo I:] Oira D ERDOGIIIN, - it
5. Antecedenia de ratamiania; Munca Tralado D Anles fratado:  Recaida D Abandono Recup. D Fracasao D

6. Diagnostico: S.R. |:| Seg. Diagnostico [:] R Anormal |:] muD ....................................................................

7. Control de tratamiento: Masl:i Esq.TBsmstlal:] anDRD Esq. MDRD Esq. me mmD

8. Ex. solicitado: Baciloscopla: mu]:] e.uauD Otras (especificar N°) | | cuttiva [ ]
Prueba de Sensibilidad: R:?q:lidaI:I ESPEGIICAT, ..o Convencional [:| ESPOGITICAT v
A B B O ) 1. s T e e e i A A A A L TS S A S M Vb AT T AT e i
9. Factores deriesgo TEresistante 8 MBOICEMBIIOE. ... it s i s ess s s s e sy s en
10, Fecha da obtencion de 18 MUEsIra) ... e 11. Calidad de la muastra: MD 1mmD
12. Datos dal salictanta:

B A s I O o RS A e T e A v S M e e

TGO CBIBAN .. oovvains s s s s s L [ L — A ST S e ST AT A p—
12 CHIBRTVBIENINEL., ittt i b it L4 iy bt aisied AL Pl b wsberit b LD s s it S it s i ey

14, RESULTADOS: (PARA SER LLENADO POR EL LABORATORIO)
W' da Ragistro de . m“ﬂ,‘ﬂﬂmﬂﬂ -~
Focha Procedimienta - . s pocta ma cross dpico POSTIVO

Mogafiva | W BAARY

Anatar -} Calomas fnalar. + 4+ 4+ qan

oalar ropa)

Bacilosoan ia

Gultva

16, Apellidos yMNombres dal LABOIBOMELA .. i i s e 16. Fachadaanregn: ...
Y TR BRI W oo o | s e S N i Y R o B A A A T B e e
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ANEXO 2. INSTRUCTIVO DE ANEXO 1

Esonbir el nombre de la Dirsccitn de 5ated o Direccitn Regonal
de Sabud, Red de Saled y EESS.

Especificar ef servicio y ndimero de cama en o caso de pacentes
Tecrapitaliz Bocs

Datos de fillacion: Esocibe apefidos y nombres, odad, sewo,
mimero de historia clinica, DN, eldfono cehdar personal o fijo,
direcchin | una referencia ded domecilio) v oomen & ecirdndco
betra legihle.

Tipo de Mueatra: Marcar com uns equis (X)) si B muessra
coffesponds & espulo u ofro (especificar o procedenca de ba
MUESTa), Solo MancHr Wil opciin,

Antecedentes: Al momento de la enifficacdn  del sntoméloo
regpiratonn, preguniar all pacenis si en una anteskor oporunidad
ha recedo medcamentos ant-luberculoss, © que b onen ek
para &l regEsino i 85 nunca Iralado o anles. rataso ., Soko marncar
LN Ocihn,

Nunca tratado: Marcar con una equis (X) i no recibed Tralame mo
O bo rechid por mencs de 30 dias.

Amtes tratado: Marcar Con una eques (X) 51 cumpbs ofleno de
recaldn, abagndong Mcuperado o Iracaso,

Diegndatico: Se consideran tes calegorias excluyentes de
it Gt

= Sintomatico Respiratorio (SR} Persona gue fens tog y
Specioracn por mas de 15 dias

* Seguimlento diagnostlico: Es cuando wn  sintomStoo
reaparelono sospechos ode fuberculosks ena dos ba closoop] s
negalivas yae ke solcilan mds mu estras de espuls v culivo en
L tercera Y CUAMD Muesina procesada, Siduranie o sempo
de espera del resullado del cultivo e paciente confimba con
ks y expecioracin, 5o deberdn sobGlar dos bacloscopias de
diagndstion cads dog semanas.

* Rayos X anommal: Parsona gue siendo o no sintomatioo
reapirgtono, Bene ndicacibn médica de becéoscopla, por
presentar radiografia de pulmones anormal. 56 el paciente ea
SRy Bene a0e mds rayes X anonmal oo marcase solo Como
riyas X ancamal,

Control de tratamlento: En el primer casieno, colocar o mes
e watameento M cunl cornes ponde & control, y luego mancar con
ung equis (X) en o recuadro que comesponda Al esquema de
fratamienio,

Exdmen solicitado: Bacloscopia: Colocar uns egues (X) en:
ira. M. (Primera muestra), 2da. M, (Segunda muestra), segin
sea o caso y en ol recusdio olras anotar of mimero de mueska
que comesponde al Sinlomatico Respiralorio en seguimiento al
dimgnistico (3ra, Ha, elc). Culthvo: Marcar con una eqguis [X) ai
58 solcila cullivo,

Prueba de sensibllidad: Marcarcon una egues (X) 5l se solicila
procesad una prusha o8 sensibdidad rapida o comenoonal,
Répida: Marcar con una eques (X) v especilicar & mélodo a

o,

utiizar (MODS, Gress, Genolyps) Convencional: Marcar
con ung equis {(X) en & recusdro gue comesponds &l méiodo
convencional y especificar & mélodo a uiilizer (Léwensiein
Jensen, Agar en placa o BACTEC), Otro o xamen: Especillcar,
por gjemplo lipficackn de miccbaciena, cullvo en medio
BACTEC, aic.

Factores de riesgo: Regisirar faclores de resgo paa TB
rasslente que 56 hayan dentificadoen o pacienis,

10. Fecha de obtencion de muestra: Anclar B lecha gue se

.

e oile ol L e sira,

Calidad de la muestra: Marcar 5 la muestra envieda al
taboralono es adecuada {liene mas de 5 mllinos v es muco-
punienta) de o confrario colocar madecuada, Mo rechazar
ninguna muessia.

12, Datos del solicitante: Escribir Apeldos y hNombres de la

persona que solicia la badloscopia, lelafono calular y coreo
abectrdnico (En caso de que S8 dsponga).

13. Observaciones: EI sokcianie podrd anotar dalos nporantes.

gue no figuren an al formalo.

14, RESULTADOS: Reportar en este formato solo bacilosc opia

y &l cultiva,

a) Fecha: Regsvar la lecha de procesamieniks de la
bacioscopia o la fecha de sembra ded culive,

by Procedimienio; baclosoopia o adivo,

c) W® de Registro de Laboralono: Espedficar & mdmero de
ooden donde 58 registio la muestra procesada.

d) Aspecio matroscopco: Anolar of aspecto da la muesina al
sar proceasda’ aalival, muoosa, muco-pundenta, purulenta,
hemoptoica, En caso de musstas exirapulmonss e podria
anolarse por ejempda; En bguido pleural; senco, pundento,
hemadtico,

@) Resulados: Anclar (-), o N° de BAAR o ooloniss
{paucibacar), {+), {++) 0 (+++) segin comesponda, Los
ressullados posifvos Gebon marcarse con lapiceno ropo.

15, Datos del Pers onal de laboratorio: Esonibir apefidos y nombres.

el R Oral Gris s g [ O0R S0 18 iU,

16. Fecha de entrega; Regiskar iy lecha que 58 entrega o resuliado

17.

# la Esramgia Saniana de TB.

Observaclones: Anclsr comendanos y superencas que el
personal de kabor lorio conskdens imp orianies, Por ejemplo, “Se
S muesing posilva para prosba ra pida Genolype”, En el caso
da mussira pascibaciiar 56 colocans: “Se ohsenvd 4 BAAR en
cien campos”, “N® da colonias”, “se derva la muestra a adfvo”,
"Se sobcsta mas muestras”. En & caso de gue 58 conlamene
el cultvo ge codocaria: "Cultive Conteminado, Se solicitian mas
EETIES", SNres oINS,

HOTA: Se deberd amragar una copia do asta solciud can al resutada da baciios capla y o ndmarg de registm dal cullifeg, para que ol equipa da b Estatega
Sanitata hagan & seguimianio mspecivo. En cascs positvos que mgusmn priaba rapida, deba enviasa la mussya con un duplicado de este fosman
nchiyanda al resuliado da kA baciosma dal Bhoraond ooal.
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ANEXO 3. LIBRO DE REGISTRO DE MUESTRAS PARA INVESTIGACION
BACTERIOLOGICA EN TUBERCULOSIS

(]on s | | anexo [ LIBRO DE REGISTRO DE MUESTRAS PARA INVESTIGACION
- BACTERIOLOGICA EN TUBERCULOSIS

DRESEIN DE BALIN coic oo ot i il Sy i i o s s el S M et it RTINS A R e o S S e G G
o BACHOSCOPA
EDAD
SINTOMATIOO RESPIRATORD | SEGUMIENTD DE DWGNHCSTICD
WDE FECHADE HISTCRIK " CALDADY CANTIDAD
FECERCION APELLIDOS Y NOWBRES P oI EESSDEPROCEDENCIA | TRODEMLESTRA |50 e e
u 2 [ [ K I I ol ™ RESWTADO [ (43678 | FESULTADO

[

BAOLOSCO
FRUESADE SENSBLIDAD RAPIDA ClILmve
i eonRL
ST (OBSERVACIONES
ROMGRIAL | EVTRAPLLMONAR NEE:;J _— el -~
123,85 FESILTAZD FECHA DE EMVID RESILIAD NETODD R ] SRR ECTIRARNAL RESILTADY
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ANEXO 4. INSTRUCTIVO ANEXO 3 LIBRO DE REGISTRO DE MUESTRAS PARA
INVESTIGACION BACTERIOLOGICA EN TUBERCULOSIS

El libro de Registro para la investigacitn Baclerioldgica es el
instrumanto de informacidn oficial del Institule Nacional de Salud y
de |a Esirategia Sanitaria Macional de Prevencién y Control da la
Tubarculosis (ESN PCT) tena caracter confidencial, por lo que debe
ser adecuadaments consarvado (forrado con plstico lransparente).
Sirve para realizar el consolidado nacional trimestral v anual de
la produccidn de pruebas de laboratorio para @l diagndstico de
luberculosis en lodo el pals.

DIRECCION DE SALUD Y RED DE SALUD: Anotar el nombre da la
DISA/DIRESA/GERESA Y Red de Salud donde s ubica el labaratorio.

ESTABLECIMIENTO DE SALUD: Anatar el EESS o Instilucitn donde
8513 ubleada el laboratoda,

RESPONSABLE: Anatar el nombre del respansable del laboratono
notificante.

N* DE REGISTRO: Anotar el nimearo d registro de cada muestia en
forma correlativa del laboratorio notificanta.

FECHADE RECEPCION: Anolar dia, mes y afio cuando el laboratorio
reciba [a muestra,

APELLIDOS Y NOMBRES: Anotar con letra laglble los nombres y
apelidos.

SEXO Y EDAD: Anotar la edad en afios en la columna del sexo
corraspondlenta.

HISTORIA CLINICA: Anotar el nimero de histora clinica o ficha
famikiar,

DNE Anetar al nimara da DNI

ESS DE PROCEDENCIA: Anotar el EESS de donde procede |2
mugstra, puede ser una unidad iomadora de muestra o de ofros
laboratorios locales.

TIPO DE MUESTRA: Anolar s es esputo, aspirado gastrico, ganglio,
plaura, liquido pleural, liquido céfalo-raquiden, ste.

CALIDAD ¥ CANTIDAD DE MUESTRA: Anolar la evaluacion
macroscipicade lamuestra: muco-purulanta, purulenta, hemaoploica,
salival, elc. v la cantidad en mi.

BACILOSCOPIA: Registrar en el tipo de bacloscopia.

+ SINTOMATICO RESPIRATORIO: Anotar N° da muestra 1y 2 y
resultados: (), (+), (+4], (+++). Anotar el resultado positlvo con
color rajo.

+ SEGUIMIENTO DIAGNOSTICO: Anotar N° de muestras 3 al & y
resullados como en el caso antaniar.

» RXANORMAL: Anotar 3l o No presenta radiografia de pulmones
anamal.

+ EXTRAPULMONAR: En el casillero se reglstrard el resultado
de laz muestras extrapulmonares con lapicers tinta roja & el
resullado es positive. Toda muestra extrapulmonar serd defivada
a culliva,

+ CONTROL: Control del tratamiento, anatar N° de mes de contral
1,2, 3. 24 y el resultado como el caso antarior.

PRUEBA DE SENSIBILIDAD RAPIDA: Anotar la fecha de envid
para prueba de sensibilidad ripida a isoniacida y rfampicina, la
fecha de resultada, el método de ka prueba de sensibilidad rapida y el
resullade R (resistente) v 5 (sensible) para eslos dos madicamentos.

CULTIVOS: Anolar fecha de sembra, fecha de lectura final
resultade. Los resullados positivos se escriben con color rojo.

OBSERVACIONES: Anolar dalos importantes que no regisiren
praviaments: envios a prueba rapida, cantidad de la muesta
{muestra insuficienta), contaminacion de ka muastra, entre olros.
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ANEXO 5. POSIBLES RESULTADOS DEL GENEXPERT

RESULTADO INTERPRETACION

MTB DETECTED;
Rif Resistance
DETECTED (MTB
DETECTADO;
Resistencia a RIF
DETECTADA)

MTB DETECTED;
Rif Resistance NOT
DETECTED (MTB
DETECTADO;
Resistencia a RIF NO
DETECTADA)
MTB DETECTED;
Rif Resistance
INDETERMINATE
(MTB DETECTADO,;
Resistencia a RIF
INDETERMINADA)

MTB Not Detected
(MTB no detectado)

INVALID
(NO VALIDO)

ERROR

NO RESULT
(SIN RESULTADO)

La muestra contiene la secuencia diana de MTB:

« Se ha detectado una mutacion en el gen rpoB que esta dentro del intervalo valido para delta Ct.

« SPC: NA (no aplicable). No se requiere una sefial de SPC porque la amplificacion de MTB
puede competir con este control.

« Comprobacion de la sonda: PASS (CORRECTO). Todos los resultados de la comprobacion de
sonda son aceptables.

La muestra contiene la secuencia diana de MTB:

+ No se ha detectado ninguna mutacion en el gen rpoB.

« SPC: NA (no aplicable). No se requiere una sefial de SPC porque la amplificacién de MTB
puede competir con este control.

« Comprobacion de la sonda: PASS (CORRECTO). Todos los resultados de la comprobacién de
sonda son aceptables.

La muestra contiene la secuencia diana de MTB:

» No se pudo determinar la resistencia a RIF debido a una deteccidn insuficiente de la sefial.

« SPC: NA (no aplicable). No se requiere una sefial de SPC porque la amplificacién de MTB
puede competir con este control.

« Comprobacion de la sonda: PASS (CORRECTO). Todos los resultados de la comprobacion de
sonda son aceptables.

No se ha detectado la secuencia diana de MTB en la muestra:

« SPC: PASS (CORRECTO). EI SPC cumplid los criterios de aceptacion.

» Comprobacién de la sonda: PASS (CORRECTO). Todos los resultados de la comprobacién de
sonda son aceptables.

No se puede determinar la presencia 0 ausencia de MTB. El SPC no cumple los criterios de

aceptacion, la muestra no se ha procesado correctamente o se ha inhibido la PCR. Repita la prueba.

Consulte el apartado Procedimiento de repeticion de la prueba de este documento.

« MTB INVALID (MTB NO VALIDO): No se puede determinar la presencia o ausencia de
ADN de MTB.

« SPC: FAIL (INCORRECTOQ). El resultado para la secuencia diana de MTB diana es negativo
y el Ct del SPC no esta dentro del intervalo valido.

« Comprobacién de la sonda: PASS (CORRECTO). Todos los resultados de la comprobacion de
sonda son aceptables.

No se puede determinar la presencia o ausencia de MTB. Repita la prueba. Consulte el

apartado Procedimiento de repeticion de la prueba de este documento.

* MTB: NO RESULT (SIN RESULTADO)

* SPC: NO RESULT (SIN RESULTADO)

» Comprobacion de la sonda: FAIL (INCORRECTO). Uno o todos los resultados de

comprobacion de la sonda han fallado.

Nota: Si la comprobacion de la sonda es correcta, el error se debe al fallo de un

componente del sistema.

No se puede determinar la presencia o ausencia de MTB. Repita la prueba. Consulte el

apartado Procedimiento de repeticion de la prueba de este documento. Un resultado NO RESULT

(SIN RESULTADO) indica que no se han obtenido suficientes datos. Por

ejemplo, si el usuario detiene una prueba en curso.

* MTB: NO RESULT (SIN RESULTADO)

* SPC: NO RESULT (SIN RESULTADO)

» Comprobacion de la sonda: NA (no aplicable)
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ANEXO 6. FORMULARIO CONTROL DE USO DE EQUIPO - Vortex

FORMULARIO

CONTROL DE USO DE EQUIPO TBC

DESCRIPCION DEL EQUIPO

NOMBRE DEL EQUIPO MARCA NUMERO DE SERIE
Vortex
CODIGO PATRIMONIAL CODIGO DEL EQUIPO UBICACION
Area de TBC
HORA DE HORA DE
FECHA USUARIO INICIO TERMINO OBSERVACIONES

/ /

Nombre del responsable del equipo

Fecha de término de registro
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ANEXO 7. FORMULARIO CONTROL DE USO DE EQUIPO - GeneXpert

| FORMULARIO
CONTROL DE USO DE EQUIPOS TBC
DESCRIPCION DEL EQUIPO
NOMBRE DEL EQUIPO MARCA NUMERO DE SERIE
GeneXpert Cepheid 881179
CODIGO PATRIMONIAL CODIGO DEL EQUIPO UBICACION
Area de Inmunologia
HORA DE | HORA DE
FECHA USUARIO INICIO TERMING OBSERVACIONES
/ /
Nombre del responsable del equipo Fecha de término de registro

Pagina 8491




ANEXO 8. FORMULARIO LIMPIEZA Y DESINFECCION DE SUPERFICIES DE
TRABAJO

FORMULARIO

LIMPIEZA Y DESINFECCION DE SUPERFICIES DE TRABAJO  MES:

LABORATORIO O AREA:

Hora (de O a Desinfectante L. Fecha _d,e .
Fecha Personal Concentracion | preparacién o Observaciones
24h) usado N° lote

Fecha de término del registro:

Responsable del registro
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ANEXO 9. LAMINAS COLOREADAS CON LA TECNICA DE ZIEHL NEELSEN

ANEXO 11. LAMINA DE BACILOSCOPIA NEGATIVA
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ANEXO 12. LAMINA DE BACILOSCOPIA POSITIVA 1+
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ANEXO 15. CARTUCHOS DE GENE XPERT

ANEXO 17. METODO DE INGRESO (REGISTRO DE MUESTRA) A LA
PLATAFORMA




ANEXO 18. ORDENADOR CON MUESTRAS YA REGISTRADAS DENTRO DEL
SISTEMA OPERATIVO

ANEXO 19. FORMA DE IMPRESION DE RESULTADOS

RESULTADO INTERPRETACION

GeneXper PC 11/25/21 07:21:114
Test Report
MTB Patient ID:
DETECTADO; Sample ID:
Resistencia a RIF Test Type: Specimen
DETECTADA Sample Type: ESPUTO

Assay Information

ssay Version Assay Type
In Vitre Diagnostic

o B

Xpert MTB-RIF Assay G4

Test Result: MTB DETECTED MEDIUM
Rif Resistance DETECTED

MTB
DETECTADO;
Resistencia a RIF
NO DETECTADA

CaneXpart G raszosmy 07 211

Test Report

Fatient 1D

Sample 113

Test Type Specimen
=)

Sample Type
Ammay loformation

2y Ammay Type
Hpert M TE FUE AsBay 5a 3 In Vitre Diegrosto

Teost Rosolt
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GeneXpert PC 11/25/21 07:21:14

Test Report
Patient ID: L
Sample ID: — "1
Test Type: Specimen
Sample Type: ESPUTO

Assay Information

Assay Version

Xpert MTB-RIF Assay G4 5 In Vitro Diagnostic
Test Result: DETECTED MEDIUM
if Rewistance NOT DETECTED
GeneXpert PC 11/25/21 07:21:14
Test Report

Patient ID:
Sample ID:
Test Type: Specimen
Sample Type: ESPUTO

Assay Information

Assay Version Assay Type

Xpert MTB-RIF Assay G4 5 In Vitro Diagnostic
Test Result: MTB DETECTED HIGH
Rif Rasistance NOT DETECTED
Test Report
Patient ID:
MTB Not Sample ID:
Detected Test Type: Specimen
(MTB no Sample Type: ESPUTO
detectado) Assay Information
Assay Version Assay Type
Xpert MTB-RIF Assay G4 5 In Vitro Diagnostic
Test Resuit: TR NOT DETECTED
GeneXpert PC 11/12/21 14:26:51
Test Report
Patient ID:
Sample ID:
Test Type: Specimen
Sample Type: ESPUTO
ERROR

Assay Information

\ Assay Version Assay Type
Xpert MTB-RIF Assay G4 5 In Vitre Diagnostic

Test Result: ERROR
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ANEXO 20. PROCESANDO MUESTRAS PARA GerneXper
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