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ABREVIATURAS

TB: Tuberculosis

CMTB: Complejo Mycobacterium tuberculosis
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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RIF: Rifampicina

TB-MDR: tuberculosis multidrogorresistente
TB-RR: tuberculosis resistente a la rifampicina
BK: Baciloscopia

S: Sensibilidad

MF LED: Microscopia de fluorescencia LED
LED: Diodo emisor de luz (siglas en inglés)
MFC: Microscopia de fluorescencia convencional
ZN: Zielh Neelsen

IC: intervalo de confianza

E: Especificidad

ADN: acido desoxirribonucleico

PVV: personas viviendo con VIH

PNCTEB: Programa Nacional de Control y Eliminacion de la Tuberculosis
Minsap: Ministerio de Salud Publica

LNRI-TBLM: Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de

Tuberculosis, Lepra y Micobacterias
IPK: Instituto Pedro Kouri

GV: grupos vulnerables



TBp: TB pulmonar

PZA: pirazinamida

CN: casos nuevos

AT: antes tratados

MP: método de las proporciones
MNT: Micobacterias no tuberculosas
BAAR: Bacilo 4cido alcohol resistente
LAM: lipoarabinomanano

TSTB: Tamizaje sistematico de la tuberculosis
IGRA: interferbn-gamma

TCP: tuberculina

PSF: susceptibilidad a los farmacos
LJ: Léwenstein Jensen

PF: pruebas fenotipicas

PDR: pruebas de diagnéstico rapidos
LPA: Pruebas con sondas lineales
NAAT: Pruebas de amplificacién de acidos nucleicos (siglas en inglés)
ID: Indicadores de desempefio

IY: indice de youden

C: Concordancia

VPP: Valor predictivo positivo

VPN: Valor predictivo negativo



SINTESIS

Para el avance hacia la eliminacion de la tuberculosis (TB) es necesario
incrementar la deteccion de casos y la sensibilidad del diagnéstico. El objetivo del
estudio fue evaluar dos técnicas para el diagnéstico rapido de la TB. Se comprobo
el valor diagnéstico del Xpert® MTB/RIF y de la microscopia de fluorescencia LED
(MF LED) en esputos, asi como evaluacion de la precision diagnéstica de la
prueba molecular en muestras clinicas y el rendimiento de la MF LED en esputos
para el diagndstico de la TB en el Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto
Pedro Kouri, de junio 2014 a julio 2018. Los resultados de ambas técnicas se
compararon con los métodos convencionales. Se calcularon los indicadores de
desempefio y se utilizo el cultivo bacteriolégico como prueba de oro. Xpert® MTB
RIF: se demostré que el % de deteccion del complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB) en esputos fue mayor por la prueba molecular (29,5%) en comparacién
con la tincién de ZN (11,5%), diferencia que fue significativa (p=0,0249); con una
sensibilidad en relacion al cultivo solido (92,86%) y liquido (100%) elevados. El
indice de youden calculado tuvo valores muy cercanos a uno (por encima de
0,75). En el primer estudio de evaluaciéon de la prueba en grupos vulnerables, las
personas que viven con VIH (9/82) y antes tratados (8/82) fueron donde se
detectaron mas casos de TB, de ellos en seis la baciloscopia fue negativa. En el
segundo estudio se incrementd la positividad con la prueba molecular tanto en
muestras pulmonares (10%) como extrapulmonares (9,4%), en relacion a la
baciloscopia como prueba inicial; en el caso particular de PVV se increment6 en
un 9,3%. La sensibilidad de la prueba en ambos estudios fue del 100%, con un
indice de youden cercano a uno. MF LED: se demostré que las técnicas
fluorescentes incrementan la positividad en un 13,3%, cuando se compara con la
tincion de Ziehl Neelsen (ZN), ademas se identificaron mayor niumero de frotis
paucibacilares. La sensibilidad (77,55%) e indice de youden (0,78) fueron
superiores a las que se obtuvo por la coloracion de ZN (48,98% y 0,49). El estudio
de evaluacion evidencié que esta técnica permitié detectar 10 casos mas con frotis
positivos que la baciloscopia convencional, ademas de identificar mayor nimero

de frotis con escasos bacilos (seis). Se comprueba que el Xpert® MTB/RIF y la



MF LED, resultan confiables para el diagnostico rapido de la TB, lo que impacta y
fortalece el Programa Nacional de Control en Cuba. La introduccion de la prueba
incrementa el diagndstico rapido y oportuno de la TB, lo que posibilita el manejo
adecuado, inicio del tratamiento especifico, disminuye la transmision vy
diseminacién en la comunidad. La MF LED tiene mayor rendimiento y es mas
eficiente para identificar frotis con escasos bacilos, lo que la avala como
alternativa a la tincién de ZN y permite optimizar el diagnostico baciloscopico de la

TB pulmonar en el Laboratorio Nacional de Referencia del IPK.
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INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

La tuberculosis (TB) es una de las diez principales causas de muerte en todo el
mundo y la principal causa de muerte por un solo agente infeccioso, clasificado por
encima del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)/sida. La TB es causada por
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB). La enfermedad de
forma tipica afecta los pulmones (TB pulmonar) pero también puede afectar otros
sitios (TB extrapulmonar). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que

cerca de una cuarta parte de la poblacion mundial esté infectada por CMTB (1).

En mayo del 2014, en la celebracion de la 672 Asamblea Mundial de Salud, los
estados miembros, adoptan una Estrategia mundial y metas para la prevencion, la
atencion y el control de la TB después del 2015, denominada mas tarde como
“‘Estrategia Fin de la TB”. Esta estrategia cuenta con una serie de intervenciones
gue pueden adaptarse a nivel nacional y tiene 10 componentes organizados en tres
pilares y cuatro principios fundamentales. El pilar nGmero tres aborda el tema de la
innovacion e investigacion intensificada, donde se expone que para poner fin de la

epidemia de TB se necesitan de la introduccion de nuevos métodos de diagndstico
(2).
La pandemia de la COVID-19 revierte afios de progreso en la prestacion de

servicios esenciales y carga de la TB. El impacto mas obvio es una gran caida

mundial en el nimero de personas recién diagnosticadas y notificadas con esta

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 1
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enfermedad. En 2019, se notifican 7,1 millones de personas y este valor decrece a
5,8 millones en 2020, una disminucion del 18% con relacién a 2012 y muy por
debajo de la estimacion de la OMS (10 millones de personas enfermas con TB en
2020). El acceso reducido al diagnostico y tratamiento de la TB provoca un
aumento de las muertes por este agente patdogeno. Las mejores estimaciones para
2020 es de 1,3 millones de muertes entre personas VIH negativas (frente a 1,2
millones en 2019) y 214 000 més entre personas viviendo con este virus (209 000

en 2019). (1)

La TB farmacorresistente representa un problema de salud publica y para el control
mundial de la TB. La resistencia a isoniazida (INH) y rifampicina (RIF), dos de los
medicamentos de primera linea mas efectivos, es la mayor preocupacion. La
resistencia a ambos farmacos se define como TB multidrogorresistente (TB-MDR).
Tanto la TB-MDR como la TB resistente a RIF (TB-RR), requieren de tratamiento

con medicamentos de segunda linea. (1)

La principal limitacion de los Programas de Control de la TB es la dificultad para
realizar el diagnostico temprano de la enfermedad. La baciloscopia (BK) es el
meétodo inicial para el diagndstico de la TB por su simplicidad, rapidez de
procesamiento y bajo costo. Esta disponible en la mayoria de los paises en vias de
desarrollo, sin embargo, su sensibilidad (S) es muy variable (22 - 43% para un solo
frotis y puede alcanzar hasta 60% en condiciones Optimas en comparacion con el
cultivo), lo que limita la utilidad de esta técnica, sobre todo, en muestras

paucibacilares, personas con déficit inmunolégico y muestras extrapulmonares. El

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 2
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cultivo en medio solido es mas sensible que la BK, pero requiere de técnicas mas
complejas que demoran entre 30 y 60 dias para que las colonias sean detectables
y se pueda realizar la identificacibn de especie. En los ultimos decenios se
desarrollan nuevos métodos que intentan superar las limitaciones de los métodos

convencionales de diagnastico. (3) (4)

Varias tecnologias estdn aprobadas para mejorar el diagnéstico de la TB. Una de
ellas es la microscopia de fluorescencia (MF) LED (Light-Emitting Diodes, por sus
siglas en inglés). Esta técnica brinda a los paises con recursos limitados acceso a
los beneficios de microscopia de fluorescencia convencional (MFC). Las ventajas y
su buen desempenio (los microscopios Opticos se convierten a fuentes de luz LED
con adaptadores, son menos costosos, requieren menos energia, pueden funcionar
con baterias, consume menos tiempo de observacion y lectura, ademas la calidad
de la tincién es mas facil de controlar), hace que la OMS recomiende su uso,
desde el 2011, como una alternativa a la microscopia convencional con la tincién
de Ziehl Neelsen (ZN) en laboratorios de alto y bajo volumen de procesamiento de

muestras y que esta debe sustituirse de manera escalonada. (5) (6) (7)

También en 2011, una novedosa herramienta, que se basa en la amplificacion de
acidos nucleicos, denominada ensayo Xpert® MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, EE.
UU), se recomienda por la OMS como prueba inicial para el diagnostico de TB. (8)
Es una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en
tiempo real que permite detectar ADN (&cido desoxirribonucleico) del CMTB y de

forma simultanea detecta la resistencia a RIF, unas de las drogas de primera linea

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 3
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en el tratamiento de la TB (9). Este método integra el procesamiento del esputo, la
extraccion de ADN y la amplificacion en un solo paso de preparacion de la muestra;
es automatizada, detecta el ADN a partir de la muestra y el resultado se obtiene en
menos de dos horas, ademéas disminuye el riesgo de contaminacion y no son

necesarias instalaciones de bioseguridad especiales. (10)

Cuba se encuentra dentro de los diez paises con una tasa incidencia estimada de
TB por debajo de 10 x 100 000 habitantes en la regién de Las Américas y esta en
condiciones de avanzar a eliminar esta enfermedad como problema de salud
publica, antes de 2035. (11) Para ello, el Programa Nacional de Control y
Eliminacion de la TB (PNCET) en conjunto con el Ministerio de Salud Publica
(Minsap) y el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en TB, lepra y
otras micobacterias (LNRI-TBLM) del Instituto Pedro Kouri (IPK), cuenta con un
Plan Estratégico Nacional basado en la Iniciativa Mundial de Fin de la TB donde se
establecen objetivos, metas, estrategias y prioridades para alcanzar este hito. Uno
de sus objetivos es implementar técnicas de laboratorio que aumenten la

sensibilidad y rapidez en la deteccion de casos.

Para el LNRI-TBLM y el PNCET de Cuba, constituye una prioridad contar con
herramientas que permitan un diagnostico oportuno tanto de la TB como de la

resistencia a las drogas antituberculosas.

Las estrategias actuales de control de la TB deben adaptarse para lograr un
progreso sostenible hacia la eliminacion de la enfermedad. Mejorar la calidad de los

meétodos de diagnostico es uno de los pilares para alcanzar este propdsito. A este

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 4
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respecto, el Xpert® MTB/RIF puede ser uno de los mejores enfoques para
aumentar la sensibilidad y la velocidad de deteccién de casos. Ademas, tiene el
valor agregado de detectar de forma simultanea la resistencia a RIF en dos horas.
Esta tecnologia tiene como activo una mayor sensibilidad para detectar TB
pulmonar (TBp) entre los casos de frotis negativo, o que es Util en particular para la

deteccion de esta enfermedad en personas viviendo con VIH (PVV).
1.2. Problema cientifico

En Cuba existe una brecha entre los casos estimados de tuberculosis y los que se
notifican al Programa Nacional de Control. Para incrementar la deteccion de los
casos es necesario introducir técnicas rapidas y mas sensibles. ¢En qué medida el
Xpert® MTB/RIF y la microscopia de fluorescencia LED pueden incrementar la

deteccion de casos y contribuir a la eliminacion de la tuberculosis en Cuba?
1.3. Hipdétesis

La Microscopia de Fluorescencia LED y el XPERT MTB/RIF puede contribuir a la
eliminacion de la tuberculosis en Cuba mediante la deteccion de entre un 5y 10%

de los casos, con una estrategia de busqueda adecuada.
1.4. Objetivos

° Comprobar el valor diagnéstico del Xpert® MTB/RIF y de la microscopia
de fluorescencia LED para la identificacion rapida del complejo
Mycobacterium tuberculosis en esputos de pacientes con sospecha de

tuberculosis en Cuba.

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 5
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° Evaluar la precision del Xpert® MTB/RIF en muestras pulmonares y
extrapulmonares, asi como el rendimiento de la microscopia de
fluorescencia LED en esputos para el diagndéstico de la tuberculosis a

nivel nacional.
1.5. Novedad Cientifica

Se abordan nuevas tecnologias diagndsticas, recomendadas por la OMS,
introducidas por primera vez en Cuba, para el diagnéstico rapido de la TB y TB

resistente a medicamentos antituberculosos.

Se demuestran y se aportan evidencias cientificas sobre la mayor sensibilidad de la
Xpert® MTB/RIF y de la microscopia de fluorescencia LED para incrementar la
deteccién de casos de tuberculosis, lo cual se traduce en mejorar la calidad del

diagndstico de la enfermedad en Cuba.
1.6. Valor tedrico — practico

Los resultados alcanzados contribuyen a dar respuesta en términos de diagnéstico
y referencia. Permite elevar el conocimiento sobre esta tematica en los aportes que
brinda en cuanto al impacto que tienen estas herramientas para mejorar la

deteccion de casos con TB y TB resistente a RIF.

El valor practico radica en que el LNRI-TBLM-IPK dispone de técnicas rapidas y
con alta sensibilidad, recomendadas por la OMS, para la deteccion de casos con
TB, lo que permite un mejor manejo y enfrentamiento a la problematica de esta

enfermedad en Cuba y otros paises de la region.

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 6
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Los resultados con respecto al Xpert® MTB/RIF y a la microscopia de fluorescencia
LED contribuiran a la implementacion de dichas tecnologias en el Laboratorio

Nacional de Referencia y otros laboratorios de la red del pais.

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 7
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Il. MARCO TEORICO
2.1. Breve historia de la tuberculosis

Existen fuertes evidencias que demuestran que el CMTB evoluciona como
patdgeno humano en el este del continente africano y su dispersibn a otras
regiones ocurre con las primeras migraciones humanas. Los hallazgos mas
antiguos de la afectacibn humana por TB se descubren en momias pertenecientes
a la predinastia egipcia (3500-2650 a.C.) y en restos humanos ubicados en Suecia

e Italia que datan del periodo Neolitico. (12) (13)

Esta enfermedad no se convierte en un problema importante hasta la Revolucion
Industrial, cuando el hacinamiento y las condiciones socioeconémicas favorecen su
difusién. En los siglos XVII y XVIII, la TB causa la cuarta parte de todas las
defunciones de adultos en la regiébn de Europa. Antes de la aparicion de los
agentes antituberculosos, la piedra angular del tratamiento consiste en descansar

al aire libre en sanatorios especializados. (13)

La era moderna de la TB comienza en el afio 1946 con la demostracion de la
eficacia de la estreptomicina. En 1952, la introduccion de la INH, permite la
curacion TB en la mayoria de los pacientes. En 1970, con la adicién de la RIF al
tratamiento, hace la cura de la enfermedad mas efectiva. Con la disponibilidad de
este medicamento, la duracion de la quimioterapia disminuye de dos afios a nueve
meses (INH mas RIF), y luego a seis meses cuando se usa la terapia multi-

medicamentos con INH, RIF y pirazinamida (PZA). Con INH también se vuelve
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practico tratar a personas asintométicas que se cree albergan bacilos tuberculosos

basadas en pruebas positivas de tuberculina. (13)
2.2. Epidemiologia de la Tuberculosis
2.2.1.  Estrategia Fin a la Tuberculosis

A nivel mundial, la TB continla como la causa mas importante de muerte por Unico
microorganismo infeccioso. A pesar de los esfuerzos en las ultimas décadas en la
lucha para acabar con la enfermedad, existen muchas brechas que obstaculizan
estos esfuerzos, en entornos con recursos limitados y con alta carga de la

enfermedad. (14)

Poner fin a la epidemia de la TB, es uno de los pilares de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS), que requieren una accion intensiva por parte de todos
paises, en especial a los territorios con una alta carga de TB. La reduccién del 90%
de muertes y disminuir el 80% de la tasa de incidencia para 2030, son objetivos de
esta estrategia. (15) La misma est4d organizada en tres pilares: atencion y
prevencion centradas en el paciente, politicas audaces y sistemas de apoyo e
intensificar la investigacion e innovacion, las cuales deberian adaptarse a nivel de
pais. Ademas, requiere la implementacion de una combinacion de actividades
biomédicas, de salud publica y socioeconOémica que permitan acelerar la
disminucién de las tasas globales de incidencia y mortalidad mientras se abordan
todas las determinantes de la epidemia de TB con compromiso de alto nivel y un

enfoque multisectorial. (14)
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2.2.2. Situacion Epidemioldgica de la tuberculosis a nivel mundial

La TB es una enfermedad transmisible, y a su vez una de las principales causas de
muerte en todo el mundo. Hasta la pandemia del coronavirus (COVID-19),
constituye la principal causa de muerte por un solo agente infeccioso, situandose
por encima del VIH/sida. Es causada por el CMTB. El contagio se produce cuando
la persona enferma expulsa bacterias al aire (por ejemplo, al toser, cantar, hablar).
Se estima que una cuarta parte de la poblacion mundial esta infectada por TB. Del
total de personas que desarrollan TB cada afio, alrededor del 90% son adultos, con

predominio de los hombres sobre las mujeres. (16)

Sin tratamiento, la tasa de mortalidad de la TB es elevada (alrededor del 50%). En
la época actual, se recomienda que, con tratamientos de cuatro a seis meses de
medicamentos antituberculosos, cerca del 85% de las personas se pueden curar.
Ademas, estan disponibles regimenes acortados de uno a seis meses para tratar la
infeccidn. La cobertura sanitaria universal es necesaria para garantizar que todas
las personas con enfermedad o infeccion pueden acceder a estos tratamientos. El
numero de personas que adquieren la infeccién y desarrollan enfermedad (y a su
vez el numero de muertes causadas por TB) también se puede reducir a traves de
acciones multisectoriales que aborden los determinantes sociales, como la

pobreza, la desnutricion, la infeccion por el VIH, el tabaquismo y la diabetes. (16)

La pandemia de COVID-19 tiene un efecto perjudicial en relacion al acceso al
diagnostico y tratamiento de la TB, asi como la carga de la enfermedad. Los

progresos alcanzados en los afios anteriores al 2019, se desaceleran, estancan o
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se revierten. (16) El impacto més obvio e inmediato es una gran caida global en el
namero informado de personas recién diagnosticadas con TB. Desde un pico de
7,1 millones en 2019 disminuye a 5,8 millones en 2020 (-18%), de vuelta al nivel
visto por dltima vez en 2012. En 2021, se logra una recuperacion parcial (6,4
millones) al nivel informado de 2016-2017. Los tres paises que representan la
mayor parte de la reduccion en 2020 son la India, Indonesia y Filipinas (67% de la
poblacion mundial total). Se recuperan de forma parcial en 2021, pero aun asi

representa el 60% de la reduccion global en comparacion con 2019. (16)

La reduccion de personas diagnosticadas con TB en 2020 y 2021 sugiere un
aumento del numero de personas no diagnosticadas y no tratadas, lo que conduce
a mayor transmisibilidad comunitaria, incremento de muertes, y en consecuencia,

con cierto retraso, el aumento de personas desarrollar la TB. (16)

Entre 2019 y 2021, se incrementa el nUmero estimado de muertes por TB a nivel
mundial y se revierten afios de disminucién entre 2005 y 2019. En 2021, se estima
1,4 millones de muertes entre personas seronegativas, con un intervalo de
confianza (IC) del 95 %: 1,3-1,5 millones, y de 187 000 muertes (IC 95%: 158 000—
218 000) entre personas seropositivas, para un total combinado de 1,6 millones.
Esto es superior a las mejores estimaciones de 1,5 millones en 2020 y 1,4 millones
en 2019, y da vuelta al nivel del afio 2017. La reduccion neta de 2015 a 2021 es del
5,9%, alrededor de un sexto del camino hacia el primer hito de la Estrategia Fin a la

TB. (16)
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En 2021 se estima que enfermaran 10,6 millones de personas (IC 95%: 9,9-11
millones) por TB, un aumento del 4,5 % desde 10,1 millones (IC 95%: 9,5-10,7
millones) en 2020. La tasa de incidencia (casos nuevos por 100 000 habitantes) se
incrementa en un 3,6% entre 2020 y 2021, y se invierten descensos de alrededor
del 2% por afio durante la mayoria de las dos décadas anteriores. La reduccion
neta de 2015 a 2021 es del 10%, a medio camino del primer hito de la Estrategia
Fin de la Tuberculosis. (16)

En 2021, la mayoria de las personas que desarrollan TB se concentran en las
regiones del Sudeste Asiatico (45%), Africa (23%) y el Pacifico Occidental (18%),
con menores proporciones en el Mediterrdneo Oriental (8,1%), las Américas (2,9%)
y Europa (2,2%). Los 30 paises con alta carga de TB, representan el 87% de todos
los casos incidentes estimados en todo el mundo, y ocho de estos paises mas de
dos tercios del total global: India (28%), Indonesia (9,2%), China (7,4%), Filipinas
(7,0 %), Pakistan (5,8 %), Nigeria (4,4 %), Bangladesh (3,6%) y la Republica

Democratica del Congo (2,9%). (16)

Existe una estrecha y duradera relacion entre las tasas de incidencia de TB y los
indicadores de desarrollo, tales como el ingreso medio y la desnutricion. Tanto las
barreras econdmicas como las financieras pueden afectar el acceso a la atenciéon
médica para el diagnéstico y la terminacién del tratamiento de esta enfermedad. La
mitad de los pacientes enfermos y sus hogares enfrentan costos totales
catastroficos. Los avances hacia la cobertura sanitaria universal, mejores niveles

de proteccion social y multisectorial, asi como la accién sobre los determinantes
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sociales més amplios de la TB, son factores esenciales para reducir la carga. (16)

Sin embargo, en los ultimos afios a nivel mundial se encuentran algunos hallazgos
positivos. La tasa de éxito de las personas tratadas por TB en 2020 es del 86%, el
mismo nivel que en 2019, lo que sugiere que la calidad de la atencion se mantiene

en el primer afo de la pandemia de COVID-19. (16)
2.2.3. Situacion Epidemioldgica de la tuberculosis en Las Américas

La region de las Américas (Norteamérica, Latinoamérica y el Caribe) es la primera
en cumplir la meta definida para el 2015 por los ODS de disminuir en 50% la
mortalidad y la incidencia de la TB en comparacion con 1990. A pesar de este
logro, en los ultimos afios presentan una desaceleracion de la tasa de declinaciéon
anual de la incidencia de esta enfermedad, en particular en la subregién de

Latinoamérica y el Caribe. (17)

En el 2020, durante el primer trimestre, se afecta la prestacién de servicios de
salud en general, debido a las medidas de confinamiento, al temor de la poblacién
a contagiarse en los servicios de salud y al re direccionamiento del personal hacia
la atencion de la pandemia de COVID 19. Esto afecta a las intervenciones de
prevencion y control en todos los paises. En las Américas se observa, en este afo,
descenso en la notificacion de casos del 16,8% en relacion con el 2019, entre los

28 paises que notifican. (18)

La OMS estima que en el 2020 se diagnostican 291 000 casos nuevos (CN) y

recaidas, que representa 3% de la carga mundial (9,8 millones de casos), con una
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tasa de incidencia de 28,5 casos por 100 000 habitantes. Los casos de TB
notificados (CN y recaidas) en el continente pasan de 239 121 en el 2019 a 197
364 en el 2020, lo cual representa 68% de cobertura de tratamiento. La brecha
entre los casos estimados y notificados casi se duplica en el 2020 con respecto al

afio anterior, pasa de 52 500 a 93 600 casos. (18)

No obstante, se evidencian avances en la introduccién y expansién de las pruebas
moleculares rapidas en la regién. En este sentido, se diagnostican 4007 casos de
TB resistente a la RIF o multirresistente (TB-RR/MDR), de los cuales el 89% inician
tratamiento antituberculoso. La proporcién de casos de TB-RR estudiados para
determinar la resistencia a las fluoroquinolonas disminuye a 29%, en comparacion
con 53% del afo anterior. En cuanto a la TB extensamente resistente, se
diagnostican y notifican 210 casos en 14 paises. Se estima que hubo 29 000 CN de
TB en PVV (10%), asi como 27 000 muertes por TB, de las cuales 29%
corresponden PVV. Siete paises concentran 80% de los casos con coinfeccion
TB/VIH: Brasil, México, Colombia, Haiti, Per(, la Republica Dominicana y la

Republica Bolivariana de Venezuela. (18)

En este panorama, la region no cumple el hito del 2020 y se aleja mucho mas para
el afo 2025. La mortalidad por TB se incrementa de manera importante, pasa de
24 000 decesos en el 2019 a 27 000 en el 2020. En cuanto a la tasa estimada de
incidencia, tampoco se cumple el hito del 2020, sin embargo, se mantiene estable
en los ultimos afos, con un descenso promedio anual de 0,10% entre el 2000 vy el

2019 y un leve aumento en el ultimo afio. Para lograr el hito del 2025, la velocidad
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de descenso debe ser de 14% anual en los proximos tres afios. (18)
2.2.4. Situacion Epidemioldgica de la tuberculosis en Cuba

En Cuba, la evolucion de la TB de 1971 a 1991 muestra una tendencia
descendente como expresion del resultado de la lucha contra esta enfermedad, el
fortalecimiento del Sistema Nacional de Salud y las transformaciones
socioeconémicas operadas en el pais. Similar situacion ocurre con la
multirresistencia. El reto de PNCETB es lograr una incidencia anual de 1 bacilifero
por cada millébn de habitantes, equivalente a una prevalencia de infeccion anual en

la poblacion general del 1 %. (19)

A partir del afio 1994, la busqueda de casos se recupera gradualmente con una
adecuada deteccion y estudio de sintoméaticos respiratorios de mas 21 dias. La
asociacion de la infeccion por el virus del VIH y la TB se incrementa, sobre todo en
la provincia de La Habana, donde de evidencian debilidades en la adherencia al
tratamiento antirretroviral y la terapia preventiva con INH en las PVV. Para mejorar
algunas de estas deficiencias, el PNCETB actualiza el manejo de casos en funcion
de las nuevas pautas internacionales y se fortalece el trabajo interprogramatico en

todos los niveles del sistema de salud. (19)

En Cuba se logra disminuir la tasa de incidencia de la TB, pero en los ultimos afios
mantiene un estancamiento en valores cercanos de 6 x10° habitantes. Entre 2004 y
2012 la incidencia de TB en nifios 10 menores de 15 afos se incrementa desde 0,3

a 0,9 x 100 mil habitantes. (20)

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 15



2024

En el afio 2016 se registran 689 enfermos para una tasa de 5,7 por 100 habitantes.
(21) En 2017 se notifican 653 casos y en 2018 un total de 651, para una tasa de
5,8 por 100 habitantes, en ambos casos, lo que evidencia un detenimiento del

incremento de la TB en ese periodo. (22)
2.3. Tuberculosis resistente a farmacos

La TB farmacorresistente es una amenaza para la salud publica y para su control a
nivel mundial. Entre 2020 y 2021 se incrementa la carga de TB farmacorresistente,
con 450 000 CN de TB con resistencia a RIF (IC 95%: 399 000-501 000). Se
estima que el porcentaje de casos con TB-MDR y TB RR es de 3,6% (IC 95%: 2,7—
4,4%) entre CN y 18% (IC 95%: 11-26%) entre los pacientes antes tratados (AT);
inferior si se compara con el afio 2015 con 3,9% (Il 95%: 2,8-5,0%) y 20% (Il 95%:
9,5-31%). Tres paises representan el 42% de los casos globales en 2021: India
(26%), la Federacion Rusa (8,5%) y Pakistan (7,9%). Las proporciones mas altas
(>50% de los casos AT con MDR/RR-TB) se encuentran en la Federacién Rusa y

en varios paises en Europa del Este y Asia Central. (16)

En Cuba, la vigilancia de la resistencia a farmacos antituberculosos comienza en
1982, por el LNRI-TBLM-IPK. En sus inicios se utiliza el método de las
proporciones (MP). Luego se incorporan otras pruebas moleculares para drogas de

primera (GenoType® MTBDRplus) y segunda linea (GenoType® MTBDRsI). (23)

Como resultado de la vigilancia de la TB, en el periodo del 2010 al 2011, en el 95,6

% de los aislados recuperados de CN y el 72,6 % de los AT, resultan sensibles a
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INH y RIF. Se detecta MDR en el 1,03 % para CN, este porciento se incrementa a
10,3 %, para aislados de pacientes con tratamiento previo. Se detectan, ademas,
dos aislados con comportamiento XDR. De 2012 al 2014 se reporta que el 95,6%
de los CN y el 89,6% de los casos con tratamiento previo son sensibles a la INH y
RIF. Se reporta MDR en el 0,8% de los CN y 5,2% de los AT, solo se identifica un

aislado con comportamiento XDR. (23)

La prevalencia estimada de TB MDR en el pais continua baja en CN (0,74%) y
retratados (4,2%) en el 2014. La vigilancia sostenida permite demostrar que la
resistencia del CMTB a los medicamentos utilizados en el tratamiento de la TB, no

constituye hasta la fecha un problema de salud en Cuba. (24)
2.4. Taxonomiay caracteristicas generales de las micobacterias

Las micobacterias pertenecen a la familia Mycobacteriaceae orden
Corynebacteriales, filo/clase Actinobacteria y reino Bacteria. Posee un solo género:
Mycobacterium que consta de mas de 190 especies que se dividen en tres grupos

(25):

o Complejo Mycobacterium tuberculosis, incluye: M. tuberculosis sensu stricto,
M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. caprae, M. microti, M. mungi, M. pinnipedii,

M. orygis, y M. surricatae.

o Micobacterias no tuberculosas (MNT): Son aquellas especies de
micobacterias diferentes del CMTB se agrupan como MNT, también son conocidas

como micobacterias atipicas o andnimas, o micobacterias distintas de la TB.
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o Complejo lepra: incluye M. leprae (lepra humana) y M. leprae — murinum

(lepra en roedores).

Las especies del complejo CMTB comparten una identidad de secuencia del 99,9
% y es probable que evolucione a partir de un solo ancestro clonal. La especie M.
tuberculosis sensu stricto causa la gran mayoria de la TB humana en todo el
mundo. M. africanum causa TB humana en el Occidente Africa, donde representa
hasta el 50% de los casos. M. canetti es una causa muy rara de TB humana en el

Cuerno de Africa Oriental. (13)

Otros de los patdgenos pertenecientes al complejo CMTB, como M. bovis, causa
enfermedades en el ganado y se propaga a través del contacto con animales y el
consumo de alimentos no pasteurizados como la leche, sin embargo,
investigaciones sobre el tema demuestran que rara vez puede transmitirse de
humano a humano. M. caprae, es otro patdégeno del ganado, M. microti, un
patégeno para roedores, y se informa que M. pinnipedii, un patégeno para las
focas, es causa TB zoondtica. (13) La cepa atenuada de M. bovis, M. bovis BCG
(Bacille Calmette Guérin), se usa como vacuna en muchos paises con alta carga

para proteger contra el contagio de TB, aunque su eficacia es cuestionable. (25)

Los avances en el analisis genético, incluida la secuenciacion del genoma
completo, da una nueva vision sobre la filogenética sobre el CMTB. Estos estudios
muestran que M. tuberculosis sensu stricto y M. africanum, comprenden ocho
linajes filogenéticos (L1-L8), siendo L1-L4 y L7-L8 M. tuberculosis sensu stricto, y

L5 y L6 M. africanum. En cuanto a su reparticion geografica, L2 y L4 son las mas
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extendidas, mientras que L1 y L3 se distribuyen de forma intermedia, L5 y L6 se
restringen a Africa Occidental, y L7 se encuentra sélo en Etiopia. M. africanum es
responsable de hasta el 40% de la TB en Africa Occidental. (25) El linaje de Asia
oriental es comunmente llamada cepa de Beijing. Existen evidencias de que
diferentes linajes varian en virulencia, transmisibilidad o capacidad para adquirir
resistencia a los medicamentos, pero se necesita mas investigacion para aclarar la

importancia clinica de tales diferencias. (13)

Se reporta otra clasificacion de las micobacterias segun su infectividad, y se dividen

en tres categorias (25):

o Categoria 1 (patdgenos estrictos): a este grupo pertenecen los miembros del

CMTB y M. leprae que tiene el mayor impacto en la salud publica.

o Categoria 2 (patdégenos oportunistas): como M. avium, que se encuentran en
el medio ambiente y pueden causar enfermedades en personas con condiciones

predisponentes o inmunidad comprometidas.

o Categoria 2 (saprofitos): como M. gordonae, que son ubicuos y se pueden
encontrar en fuentes ambientales, pero rara vez o nunca causan infeccion y se

consideran en general no patogénicos.
2.5. Morfologia y caracteristicas de las micobacterias
2.5.1. Morfologia

Las micobacterias son bacilos inmoviles en forma de baston, que se caracteriza por

poseer una pared celular rica en lipidos, sobre todo acidos micolicos. Estos de
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cadena larga (C-60 a los acidos grasos C-90), hacen que todas las especies de
micobacterias sean "acido alcohol resistentes" (BAAR), ya que resisten la
decoloracion por alcohol acido después de la tincibn con colorantes fenicados
como la fucsina, lo que permite su deteccion con la microscopia. Las micobacterias
no deben confundirse con los miembros de los géneros relacionados como la
Nocardia, Corynebacterium o Rhodococcus, que tienen acidos micélicos de cadena

mas corta (C-22 a C-64) y pueden tefiirse como BAAR. (25)

Las micobacterias son bacilos rectos y delgados, miden de 0,2 - 0,6 x 1-10 ym, en
el caso particular de los bacilos tuberculosos son finas estructuras rectas,
cilindricas que miden 0,4 x 3 ym. En medios artificiales pueden observarse en
formas cocoides y filamentosas, cuya morfologia varia con la especie. Son
bacterias no encapsuladas, inmoviles y no producen esporas. Son considerados
aerobios estrictos y obtienen la energia de la oxidacién de compuestos sencillos del

carbono. (26)
2.5.2. Caracteristicas culturales de las micobacterias

Los medios para el aislamiento primario de micobacterias deben incluir un cultivo
de no selectivo y otro selectivo. Los tipos selectivos contienen antibidticos para
evitar la proliferacion excesiva de bacterias y hongos contaminantes. Se conocen
tres formulas generales: medio de agar semi-sintético (como el middlebrook 7H10 y
7H11), medios de huevo espesado (Lowenstein Jensen) y los caldos (Middlebrook

7H9 y 7TH12). (26)
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Las micobacterias tienen una velocidad de crecimiento mucho mas lenta que la
mayoria de las bacterias. EI| CMTB tiene un tiempo de generacion de 18 horas, por
lo que necesita de 3-4 semanas de incubacion a 37 °C, para formar colonias
macroscopicas visibles. Las formas saprofitas tienden a desarrollarse con mayor
rapidez, proliferan bien entre 22-37 °C, producen mas pigmento y son menos acido-
resistentes que las formas patdgenas. M. leprae no crece in vitro. Son resistentes a
la decoloracion con alcohol o 4cido, debido a la composicion de la pared celular

gue es rica en lipidos de alto peso molecular. (26)

Las micobacterias poseen una elevada resistencia a los desinfectantes, por la
naturaleza hidr6foba de su superficie celular y su proliferacion en cimulos, pero se
destruyen por la pasteurizacion y la esterilizacion al calor. Son resistentes a la
desecacion y pueden sobrevivir durante largos periodos en esputos secos u otros
liguidos corporales. Estos hechos son de importancia para la prevencién de las
infecciones por micobacterias, tanto en el medio hospitalario como en la

comunidad. (26)

Las diferentes especies varian en su pigmento, morfologia macroscopica y
microscopica, sus colonias pueden ser rugosas, color hueso crema, elevadas
convexas y de bordes irregulares (CMTB); lisas y transparentes, con bacilos sin
agrupaciones discernibles (Complejo M. avium-intracellulare), o de aspereza
intermedia. Se pueden observar de formas cocoides a largos filamentos, de forma
ocasional forman ramificaciones, estas se observan en cultivos enriquecidos (M.

kansasii). La temperatura ideal para su crecimiento es de 32-37°C, y su pH 6ptimo
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es entre 6,5 - 6,8. En dependencia de la produccion de pigmento se dividen en:
fotocromogenas (requieren luz para la formacién de pigmentos), escotocromdgenas

(forman pigmento con y sin luz) y no cromégenas. (26)

Estos bacilos son dificiles de tefiir con la tincion de Gram, aunque se consideran
débilmente grampositivos. La coloracion recomendada es la tincion de ZN la cual
utiliza como colorante principal la fucsina basica fenicada. Estos microorganismos
resisten la decoloracion con alcohol clorhidrico al 3%, de ahi que se denominan
BAAR, por lo que mantienen su color rosado brillante. (26) EI método de Kinyoun,
descrito desde 1915, es una tincion en frio, pero hay que tener en cuenta que se

debe realizar primero un método de concentracion del esputo. (27)
2.5.3. Estructura celular de las micobacterias

Las caracteristicas mas importantes del género Mycobacterium, se basan en la
complejidad de la pared celular rica en lipidos (50-60%) que le confieren un
caracter hidrofobico y la hace refractaria al ataque por hidrélisis enzimatica. Es una
barrera efectiva frente a muchos de los agentes antimicrobianos convencionales.
Esta compuesta por el complejo macromolecular formado por acidos micolicos-
arabinogalactano-peptidoglucano, por eso, es la estructura mas estudiada de estos
microorganismos. Esta pared celular es la responsable de muchas de las
propiedades caracteristicas del género: acidorresistencia, crecimiento lento,

resistencia a detergentes, y resistencia a los antibacilares. (27)

En la membrana plasmatica se anclan proteinas, mandsido de fosfatidilinositol y
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lipoarabinomanano (LAM). EI LAM presenta una relacion funcional con los

liposacaridos O antigénicos presentes en otras bacterias. (27)

La capa de peptidoglucano forma el esqueleto basico al que se unen los
arabinogalactanos, unos polisacaridos ramificados formados por D-arabinosa y D-
galactosa. El residuo terminal de D-arabinosa se esterifica para dar lugar a acidos
micélicos hidrofébicos de alto peso molecular a los que se anclan moléculas de
glucolipidos de superficie. También se detectan otros lipidos, glucolipidos y

peptido- glucolipidos. (27)

Figura 1. Diagrama esquematico de la pared celular de Mycobacterium. Tomado de: Atlas

of Mycobacterium tuberculosis© 2017 Elsevier Inc.

2.6. Tamizaje sistematico de la tuberculosis (TSTB)
2.6.1. Fundamento

El objetivo del tamizaje (o busqueda activa de casos de TB) es detectar la
enfermedad de forma temprana, con el objetivo de minimizar los retrasos en el

diagndstico e inicio del tratamiento, lo que resulta en reduccion del riesgo de
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resultados desfavorables (tratamiento, secuelas de salud y consecuencias sociales-
econOmicas adversas de la TB para las personas y sus familias). Ademas,
disminuye la transmisién de la TB en el hogar, el lugar de trabajo, la escuela y otros
entornos comunitarios, al aislar a las personas con enfermedad activa y acortar el
periodo de contagiosidad. Por otro lado, se reduce la incidencia de infeccion por TB

y, en consecuencia, la incidencia y prevalencia de TB activa. (28)

El TSTB se utiliza en los grupos en alto riesgo, como un componente central del
primer pilar de la Estrategia Fin a la TB, lo cual garantiza el diagnéstico temprano
de todas las personas con esta enfermedad. Este tamizaje se puede realizar en la
poblacion general en zonas con una prevalencia estimada de 0,5% o mas, a grupos
de la poblaciéon que tienen factores de riesgo de contraer la TB (comunidades
urbanas desfavorecidas, personas sin hogar, comunidades en zonas remotas o
aisladas, poblaciones indigenas, migrantes, refugiados, desplazados internos y
otros grupos vulnerables o marginados con acceso limitado a la atencion de salud),
a las PVV en cada visita a un establecimiento de salud, contactos del hogar y otros
contactos estrechos de las personas con TB activa, en las carceles y los centros
penitenciarios, a trabajadores actuales y antiguos expuestos a la silice, en entornos
donde la prevalencia de TB es de 100 por 100 000 habitantes 0 mas en la
poblacién general en las personas con un factor de riesgo para TB que buscan
atencion de salud o que ya la reciben, y en personas con una lesion fibrotica en la

radiografia de torax, que no estén recibiendo tratamiento. (28)
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2.7. Diagnostico de la tuberculosis
2.7.1. Pruebas para el diagnostico de la infeccion de tuberculosis.

La infeccion de TB es un estado que se caracteriza por una respuesta inmunitaria
persistente a estimulacion por antigenos del CMTB sin evidencia de manifestacion

clinica de la enfermedad. (29)

La prueba de infeccion de TB aumenta la probabilidad de que las personas que son
el objetivo del tratamiento preventivo de la TB (TPT) se beneficien de dicho
tratamiento. Sin embargo, no hay una prueba estandar de oro para diagnosticar la
infeccion. Hay dos clases de pruebas disponibles en el mercado: los ensayos de
liberacion de interferon-gamma (IGRA) y la prueba cutdnea de la tuberculina (TCT).
Son métodos indirectos y requieren del desarrollo de una respuesta inmune para
identificar a las personas infectadas. Un resultado positivo de la prueba por
cualquier método no es, por si mismo, un indicador fiable del riesgo de progresion a

enfermedad activa. (29)

En 2011, la OMS recomienda el uso del IGRA para el diagnostico de la infeccion
por TB. En ese momento se incluyeron las siguientes tecnologias en la evaluacion:
TCT, QIAGEN QuantiFERON®-TB Gold (QFT-G), QIAGEN QuantiFERON-TB Gold
In-Tube (QFT-GIT) y el ensayo Oxford Immunotec T-SPOT®.TB (T-Spot) assays.

(29)

En 2018, se actualizan las recomendaciones que estipulan que la TCT, los IGRA (o

ambos) se pueden utilizar para la deteccidén de la infeccion de TB y en 2021, se
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amplian para las siguientes tecnologias: TB-IGRA de Beijing Wantai y QIAGEN

QuantiFERON-TB Gold Plus. (29)

Existen otras pruebas cutaneas que se basan en antigenos especificos del CMTB
(PCAQETB) y utilizan como diana la proteina secretora temprana antigénica de seis
kDa (ESAT-6) y el cultivo de la proteina filtrada 10 (CFP-10). Estas pruebas
combinan la plataforma de prueba cutdnea mas simple con la especificidad de los
IGRA. Ya en 2022, la OMS recomienda su uso para el diagnostico de la infeccion

por TB. (29)
2.7.2. Diagnéstico de laboratorio
2.7.2.1. Baciloscopia

Las técnicas de coloracion se mantienen sin modificaciones en el tiempo. Se
utilizan de rutina por su facilidad, rapidez y alta especificidad; sin embargo, la S es
menor que en los métodos de cultivo, esta depende de factores tales como: tipo de
muestra, niumero y concentracién de micobacterias, técnica de coloracion utilizada,
tiempo dedicado a la observacion, y actitud y perseverancia del microscopista ante

una muestra sospechosa de TB. (30)

Se basan en la propiedad de acido-alcohol resistencia que tienen las micobacterias
de unir en sus paredes colorantes, como la fucsina fenicada o auramina, y ser
capaz de retenerlas frente a la accion de decolorantes como la mezcla de acido y
alcohol. Si se utiliza una técnica adecuada, es posible reconocer a los BAAR en la

muestra del enfermo como un bastoncito rojo fucsia o fluorescente sobre una
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coloracion de fondo que facilita su visualizacion. (31)

La BK, en muchos entornos, es la técnica diagnéstica basica para la evaluacion de
las personas que acuden con signos y sintomas sugestivos de TB. Es una técnica
sencilla y facil de realizar, sin embargo, la S es moderada, con un umbral de
deteccion de 5000-10 000 bacilos por mililitro de esputo para que tengan un 50%

de posibilidades de detectarse al microscopio. (32)

Las dos tinciones mas utilizadas son la clasica de ZN vy la tincion con fluorocromos
(auramina O). Esta Ultima permite una lectura mas répida (2-3 min) y se
recomienda cuando el nUmero de muestras a examinar es superior a diez laminas
diarias; también hay que tener en cuenta que los frotis teflidos por auramina
pueden retefiirse por ZN, lo que posibilita la diferenciacion de la morfologia
bacteriana. Esta tincion permite distinguir ciertas caracteristicas morfolégicas, pero
no permite diferenciar con certeza las especies de micobacterias o si los bacilos

son viables o no. (31)

La MF LED, es una microscopia de fluorescencia con lampara LED, que se
desarrolla en la dltima década. Tiene la ventaja que es relativamente barata, emiten
luz en casi cualquier tipo de longitud de onda, tienen una vida media de alrededor
de 20 000-30 000 horas, es mas sensible y rapida que la microscopia convencional
de ZN. Ademas, la calidad de la tincién por la microscopia de fluorescente puede
ser mas facil de controlar, ya que la calidad del polvo de auramina comercial es
menos variable que el de la fuchsina bésica, necesita menos mantenimiento y se

puede operar incluso con pilas. (6) (7)
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2.7.2.2. Pruebas diagndésticas recomendadas por la OMS para el diagnéstico de la

TB y TB resistente a drogas.

Segun las ultimas recomendaciones de la OMS, los programas de TB deben
realizar la transicion de la microscopia a las PMDR, como prueba diagnoéstica

inicial. (32) (33)

El manejo eficaz de la TB se basa en el diagnostico rapido de esta enfermedad, la
deteccion rapida de la resistencia a los medicamentos y el inicio oportuno de un
régimen de tratamiento eficaz. Para lograrlo se requiere de acceso rapido a la
informacion, pruebas de deteccién, asi como pruebas rapidas y precisas de

susceptibilidad a los farmacos (PSF) para todos los pacientes con TB. (34)
2.7.2.2.1. Cultivo bacteriolégico

El cultivo en medios liquidos, es el método de referencia para la confirmacion
bacteriolégica de la TB a partir de muestras clinicas. (25) Sin embargo, no se utiliza
como prueba diagnéstica primaria en muchos paises con alta carga debido al
costo, los requisitos de infraestructura y el periodo de tiempo requerido para
generar resultados. No obstante, la microscopia convencional y el cultivo siguen

siendo necesarios para monitorear la respuesta de un paciente al tratamiento. (29)

El cultivo es mas sensible que la BK (detecta un minimo de 10 bacilos viables x mL
de muestra), incrementa la confirmacion del diagndstico en aproximadamente 15-
20% del total de casos y en 20-30% de los casos de TB pulmonar. Ademas,

permite identificar al CMTB y realizar las PSF antituberculosos, asi como detectar
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los casos antes de que lleguen a ser infecciosos. Su rol es vital importancia en
escenarios con mediana o baja incidencia de TB, asi como en contextos de alta

coinfeccién TB/VIH. (31) (35)

Los medios de cultivo solidos a base de huevos, tales como Lowenstein Jensen
(LJ) y el Ogawa, son los méas utilizados para cultivo de micobacterias, con un
promedio de 3 a 4 semanas de incubacién para recuperar las micobacterias a partir
de muestras clinicas. La introduccién de los medios liquidos (Middlebrook 7H9,
entre otros) significa una mejora en la recuperacion de las micobacterias, con una
disminucion del tiempo de deteccion, asi como en la obtencion de los resultados de

PSF. (35)

Existen diferentes sistemas automatizados para la deteccion del crecimiento de
micobacterias en medio liquido. Se basan en diferentes tecnologias: métodos de
deteccion radiométrica como Radiometric BACTEC 460 System, métodos
colorimétricos que detectan produccién bacteriana de CO, como el sistema BacT/
ALERT 3D y otros usan sensores de presién (ESP Culture System 1) o métodos
fluorométricos para detectar el consumo de oxigeno (BACTEC MGIT 960 System).
Estos métodos proporcionan tiempos similares a la deteccion y son instrumentos

totalmente automatizados. (36)

El método convencional para detectar la resistencia a los medicamentos
antituberculosos se basa en pruebas fenotipicas (PF), que utilizan cultivos
utilizando medios liquidos o solidos. Sin embargo, estas requieren mucho tiempo

(de semanas a meses para generar resultados), debido a la lenta tasa de
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crecimiento de CMTB. Esto es a menudo demasiado tarde para la terapia, detener
la adquisicion o propagacion de resistencia adicional, o prevenir la mortalidad. Igual
gque para el cultivo, requieren una infraestructura de laboratorio sofisticada,
personal calificado y estricto control de calidad. Por otro lado, no se dispone de
métodos fiables para algunos medicamentos antituberculosos de primera vy

segunda linea, como la PZA. (32) (33)

A pesar de las desventajas, la PF (basada en cultivos) es esencial para los
farmacos donde no hay pruebas moleculares confiables, pero que existen pruebas
precisas y reproducibles por los métodos fenotipicos (por ejemplo, la bedaquilina).
También es puede ser necesaria para medicamentos donde hay pruebas
moleculares confiables y existe la necesidad de investigar resultados, o para
realizar mas pruebas en el caso de resultados de pruebas moleculares inesperados

(ya sea resistencia o susceptibilidad). (32) (33)
2.7.2.2.2. Diagndstico rapido para la deteccion de tuberculosis

La Estrategia Fin de la TB tiene hitos para lograr reducciones significativas en las
tasas de mortalidad e incidencia, asi como de los costos catastroficos relacionados
con la TB para 2025. Dentro del pilar 1, la primera accion esta dirigida a la atencion
y la prevencion integradas centradas en el paciente, el diagnéstico precoz de la TB,
incluida la PSF y la deteccion sistematica de contactos y grupos vulnerables. (37)

(38)
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En el afo 2021, una década después de las primeras directrices y
recomendaciones de la OMS sobre el uso de pruebas de diagndstico rapidos
(PDR), solo el 38% de los pacientes notificados con TB (CN o recaidas) se testaron
con una PDR. EIl progreso para lograr este objetivo es lento, debido en parte al
acceso limitado a estas pruebas; en 2021, en general, solo el 25% de los casos,
tuvieron acceso a una de estas pruebas moleculares en los sitios de diagnostico de

TB. (37) (38)

El término PDR se refiere a las pruebas moleculares a menos que se especifique lo
contrario y comprende productos de siete fabricantes. Estas se utilizan como
diagnodstico inicial de TB. Detectan ADN del CMTB, o un biomarcador. Por
definicién, no incluyen a la BK, aunque esta prueba sigue siendo relevante para el
seguimiento del tratamiento. En la actualidad, el Unico PDR no basado en
biomarcadores moleculares es el Alere Determine™ TB LAM Ag. Su uso esta
limitado a indicaciones especificas entre PVV y no para todos los pacientes con

presuncién de TB, independiente de su estado del VIH. (37) (38)

La cascada diagnostica se utiliza en la atencidon al paciente y se manejan cada vez
mas por los programas nacionales de control de la TB. Son utiles para identificar
brechas y planificar estrategias para cerrarlas. Consta de cuatro pasos:
identificacion de los casos presuntivos de TB, acceso a las PDR, aumentar las
pruebas de resistencia a los medicamentos y PDR, por ultimo, la recepcion de un

diagnastico. (37) (38)
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Las nuevas herramientas para detectar la presencia del CMTB y la resistencia a los
medicamentos requieren recomendaciones de politica basadas en la evidencia. En
los 10 dltimos afios, la OMS aprueba una serie de nuevas tecnologias de
diagnostico. La amplificacion y deteccidn de los acidos nucleicos del CMTB, es una

tecnologia que demuestra ser sensible y especifica. (32) (37):

o Pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por su sigla en
inglés) en tiempo real como: Xpert® MTB/RIF Ultra (basada en cartuchos) y

Truenat™ (basada en chips).

o Pruebas con sondas lineales (LPA, por su sigla en inglés): como GenoType®
MTBDRplus, versiones 1 y 2, Genoscholar™ NTM+MDRTB Il y GenoType®

MTBDRsI.

o Amplificaciéon isotérmica mediada por bucles (LAMP, por su sigla en inglés):

conocida como TB LAMP.

o Deteccion de antigenos en un formato de flujo lateral (deteccion basada en

biomarcadores) como: Alere Determine™ TB LAM Ag.

La PCR en tiempo real, es la tecnologia que mas se utiliza en la actualidad. Estas
herramientas, ademas de detectar el ADN del CMTB, pueden distinguir mutaciones
en el gen vinculado a la resistencia a la RIF. Las técnicas disponibles para informar
los resultados, utilizan programas y equipos informaticos, requieren redes de

laboratorios establecidos y de personal capacitado. (32) (37)
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Plataforma GeneXpert

Xpert® MTB/RIF es una PCR automatizada que utiliza la plataforma GeneXpert.
Puede detectar el CMTB vy el patron de la resistencia de la RIF dentro de las dos
horas posteriores al inicio de la prueba. El procesamiento de muestras, la
amplificacion y la deteccion de la PCR se integran en un solo cartucho. Estas
caracteristicas permiten la tecnologia se pueda utilizar en un laboratorio central o

laboratorio de referencia. (29) (32) (37)

El Xpert® MTB/RIF Ultra utiliza la misma plataforma GeneXpert. Cepheid la
desarrolla para superar las limitaciones en la sensibilidad del cartucho Xpert®
MTB/RIF. Para mejorar la sensibilidad, el ensayo incorpora dos objetivos de
amplificacion multicopia (IS 6110 e IS 1081), ademas incorpora la amplificacion de
acido nucleico anidada, ciclos térmicos mas rapidos, fluidos y enzimas mejoradas,
esto resulta en que tenga un limite de deteccion de 16-18 unidades formadoras de
colonias bacterianas (ufc) por mililitro. Para mejorar la precision de la deteccion de
resistencia a la RIF, incorpora el analisis basado en la temperatura de fusion.
Consta de cuatro sondas que identifican la resistencia a la RIF por mutaciones en
el gen rpoB mediante la deteccion de cambios en la temperatura de fusion lejos del

rango de referencia de tipo salvaje. (29) (32) (37)
Ensayos Truenat MTB, MTB Plus y MTB-RIF Dx

Los ensayos Truenat MTB, MTB Plus y MTB-RIF Dx (de la Molbio Diagnostics,

Goa, India), se pueden utilizar en el mismo nivel de sistema de salud que Xpert®
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MTB/RIF Ultra. De ellos el Truenat MTB y MTB Plus se usan como pruebas
diagndsticas iniciales para la TB, mientras que MTB-RIF Dx como prueba refleja
para detectar la resistencia a la RIF en aquellos con resultados positivos en las

pruebas iniciales de Truenat. (29) (32) (37)

Estas pruebas utilizan una micro-PCR en tiempo real para la deteccién del CMTB y
la resistencia a la RIF en el ADN extraido a partir de una muestra de esputo. Estas
tecnologias se pueden utilizar en laboratorios periféricos y reportan los resultados
en menos de una hora. Si el resultado del ensayo Truenat MTB es positivo, se
toma otra alicuota y se ejecuta el ensayo MTB-RIF Dx para detectar la presencia

de mutaciones seleccionadas asociadas a la resistencia a la RIF. (29) (32) (37)
Pruebas con sondas en linea (LPA)

Las LPA utilizan tiras reactivas que pueden detectar al CMTB y determinar su perfil
de farmacorresistencia. Esta se realiza mediante el patron de unién de productos
de amplificacién con las sondas que tienen como diana partes especificas del
genoma, mutaciones comunes asociadas a la resistencia a los medicamentos o la
correspondiente secuencia de ADN de tipo salvaje (no mutada). Desde el punto de
vista técnico son mas complejas de realizar que la prueba Xpert® MTB/RIF y
Xpert® MTB/RIF ULTRA,; sin embargo, pueden detectar la resistencia a una gama
mas amplia de farmacos de primera y segunda linea, los resultados se obtienen en

5 horas. (29) (32) (37)
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Existen dos grandes grupos, las que detectan el CMTB vy la resistencia a farmacos
contra la TB de primera linea (conocidas como LPA de primera linea), como
GenoType MTBDRplus (v. 1 y v. 2) y Genoscholar NTM+MDRTB II; y las que
detectan la resistencia a farmacos antituberculosos de segunda linea (conocidas

como LPA de segunda linea), como GenoType MTBDRsI.

En el periodo 2020-2021 la OMS informa una nueva clasificacion, para las nuevas

tecnologias (33):

* Pruebas de amplificacion de acidos nucleicos (nucleic acid amplification test
[NAAT], por sus siglas en inglés) automatizados de complejidad moderada para la

deteccion de TB y resistencia a la RIF e INH.

* NAAT automatizadas de baja complejidad para la deteccion de resistencia a INH y

agentes antituberculosos de segunda linea.

* NAAT basadas en hibridacién inversa de alta complejidad para la deteccion de

resistencia a la PZA.

NAAT automatizadas de complejidad moderada para la deteccion de TB y

resistencia a RIF e INH

Estas tecnologias se desarrollan en plataformas de alto rendimiento. Las pruebas
gue pertenecen a esta clase son mas rapidas y menos complejas de realizar que
las PSF fenotipicas y las LPA. Después del paso de preparacion de la muestra,
estas son en gran medida automatizadas. Tienen el potencial de proveer resultados

rapidos y precisos (33)

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 35



2024

La plataforma Abbott Molecular tiene dos NAAT para TB: una para deteccion de
MTB (RealTime MTBt) y otro para la deteccion de resistencia a la RIF e INH
(RealTime BTT RIF/INH). Para la detecciébn de TB se utiliza como blanco el
elemento de insercidon IS 6110 y el gen pab. Para la deteccion de resistencia a RIF
utiliza ocho sondas marcadas con colorantes para detectar variantes en la region
determinante (RRDR) del gen rpoB y cuatro sondas para detectar resistencia a la

INH, con dos sondas cada una para los genes katG e inhA. (33)

La plataforma Becton Dickinson (BD) se basa en una PCR en tiempo real
multiplexada (BD MAX™ MDR-TB). Esta metodologia utiliza para la deteccién del
CMTB cinco sondas. Como blanco utiliza los elementos gendmicos multicopia IS
6110 e IS 1081, asi como un objetivo gendmico de una sola copia. Para la
deteccion de resistencia a RIF, la prueba se dirige a los codones RRDR 507-533
Escherichia coli nomenclatura (426—452 nomenclatura CMTB) del gen rpoB; para la
deteccidn de resistencia a INH, se dirige tanto a la regién promotora de inhA como

al codon 315 del gen katG. (33)

Otra plataforma que se utiliza es la Bruker-Hain Diagnostics (por sus siglas en
inglés), la cual tiene dos NAAT en tiempo real: el FluoroType® MTB, que detecta
CMTB y el FluoroType MTBDR, que detecta CMTB vy resistencia a RIF e INH. Son
plataformas independientes de las plataformas GenoType MTBDR. Los genes
diana son rpoB para la deteccion de TB y resistencia a la RIF y el promotor inhA 'y
el gen katG para detectar la resistencia a la INH. Las plataformas utilizadas para la

amplificacion y deteccion son FluoroCycler® para el ensayo MTB y FluoroCycler XT
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para el ensayo MTBDR (33).

La plataforma Roche Diagnostics (Roche) dispone de también de dos NAAT: el
ensayo Cobas® MTB para detectar el CMTB y Cobas® MTB RIF/INH para detectar
la resistencia (RIF e INH). El ensayo Cobas® MTB detecta tanto el ARN ribosémico
16S (ARNr) como los genes esx como genes diana para la deteccion del CMTB.
Para la deteccion de la resistencia a los medicamentos se utiliza la region RRDR

(para la RIF) y region promotora inhA y el gen katG para la INH. (33)

2.7.2.2.3. Pruebas diagnésticas iniciales para el diagnostico de TB sin deteccion

de farmacorresistencia
Amplificacion isotérmica mediada por bucles

Este ensayo Loopamp™ Mycobacterium tuberculosis kit (Eiken Chemical
Company, Tokio, Japon), se basa reaccién de amplificacion isotérmica mediada por
bucles, conocido como TB-LAMP. Es manual y requiere alrededor de una hora para
realizarlo. La lectura es a simple vista, bajo la luz ultravioleta. Requiere poca
infraestructura y es facil de usar. Se utiliza como una prueba rapida de diagnéstico,
la cual es una alternativa a la microscopia de frotis en entornos de recursos
limitados. Tiene como ventaja que no requiere instrumentos sofisticados y tiene

requisitos de bioseguridad similares a los de la microscopia. (33)
Ensayo de flujo lateral para la deteccion de LAM en orina

Esta prueba se basa en la deteccion del antigeno LAM, que es un lipopolisacarido

presente en las paredes celulares de las micobacterias, que se liberado
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metabdlicamente activo o por degeneracién de células bacterianas durante la
enfermedad. Este ensayo tiene resultados subdptimos de sensibilidad, por lo que
no son adecuados como pruebas diagnésticas. Sin embargo, a diferencia de los
métodos tradicionales, demuestran una sensibilidad mejorada entre las personas
coinfectadas con el VIH; y la sensibilidad estimada es ain mayor en pacientes con

recuentos de células T CD4 bajos. (33)

La tira disponible en estos momentos de forma comercial es el Alere Determine TB
LAM Ag (EE. UU.), también denominado Alere LAM, que se utiliza para deteccion
TB en pacientes con enfermedad avanzada e inmunosupresion inducida por el VIH

y facilitar el inicio temprano del tratamiento antituberculoso. (33)

NAAT basadas en hibridacion inversa de alta complejidad para la deteccion de

resistencia a la pirazinamida

La pirazinamida es un antibiético importante para el tratamiento de la TB sensible
debido a su capacidad de erradicar los bacilos persistentes, asi como las
propiedades sinérgicas con otros antibidticos. La monorresistencia a este farmaco
es rara; sin embargo, la resistencia a la PZA se asocia con frecuencia con TB MDR
y TB RR. Se estima que entre el de 30-60% de TB MDR y TB-RR, también es
resistente a la pirazinamida. Por tanto, en aquellas personas diagnosticadas con
TB-RR es importante detectar también la resistencia a la pirazinamida para que los
meédicos puedan tomar una decision sobre si incluir o excluir este medicamento en

el régimen de tratamiento. (33)
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La NAAT, basada en hibridacion de alta complejidad, se usa para el diagndstico de
resistencia a la pirazinamida a partir de aislados de pacientes. Una de estas
tecnologias se desarrolla por Nipro (Osaka, Japon), y se denomina Genoscholar™
PZA-TB. Es un LPA con tecnologia basada en hibridacion inversa. Este ensayo
esta comercialmente disponible para la deteccién de resistencia a la pirazinamida.
Comparado con el Genotype MTBDRplus y MTBDRsI, no incluye sonda mutante
especifica. En cambio, tiene como objetivo un fragmento de 700 pares bases de
(pb) que cubre todo el gen pncA y la region promotora hasta el nucle6tido—18 del

tipo salvaje de la cepa de referencia H37Rv. (33)
2.7.2.2.4. Otras técnicas de identificacion
Identificacion basada en inmunocromatografia

Existen en el mercado tres ensayos inmunocromatogréaficos rapidos de flujo lateral
gue permiten diferenciar los aislados del CMTB de las MNT: el BD’s MGIT TBc ID,
el Tauns’ Capilia TB (Japon) y el SD Bioline TB Ag MPTg, Rapid Test (Corea). El
BD y el SD Bioline detectan el antigeno MPTg4, mientras que el Capilia detecta el

antigeno MPBg4; ambas son proteinas secretoras especificas del CMTB. (38)
Analisis del perfil lipidico

El analisis de la composicion lipidica por varios procedimientos cromatograficos se
reconoce como una herramienta util para diferenciar las especies de micobacterias.
Se sabe del valor del estudio de los acidos micélicos por cromatografia en capa

delgada como primer paso en la identificacion de micobacterias: cromatografia en
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capa fina, cromatografia de gases y cromatografia liquida de alta presién. Esta
tltima en fase reversa de los ésteres de acidos micélicos, demuestra ser un
método rapido, reproducible y especifico para la identificacion de especies

micobacterianas, con una E y S elevada para el CMTB. (39)
2.7.3. Algoritmos de diagndstico de tuberculosis recomendados por la OMS.

Contar con algoritmos efectivos y eficientes, son componentes claves para el
diagnéstico de TB. La cascada asegura que los pacientes sean diagnosticados con
precision y rapidez, ademas de comenzar de forma inmediata con el tratamiento
adecuado, lo cual conlleva a reducir la morbimortalidad, mejorar los resultados de
los pacientes, reducir la transmision y evitar el desarrollo de resistencia a los

medicamentos. (32) (33)

Siempre que se produce una mejora de la capacidad de laboratorio de una
determinada region o se implementan nuevas pruebas de diagndstico, es necesario
modificar e implementar modificaciones a los algoritmos, siempre después de una
evaluacion, revision y aprobacion formal por parte de los funcionarios del Ministerio

de Salud en conjunto con el Programa Nacional de Control. (32) (33)

Para el disefio o revision de los algoritmos hay que tener en cuenta: las
caracteristicas de la poblacion a la que se atiende (grupos de riesgo); las pruebas
diagndsticas especificas en uso o las que se consideran a usar; la capacidad actual
y prevista de los laboratorios del pais, infraestructura de los laboratorios y la
disponibilidad de personal competente para realizar las pruebas. También hay que

considerar la idoneidad de los sistemas de recogida y transporte de muestras, asi
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como la media del tiempo de respuesta entre sitios; la capacidad de los servicios
clinicos para ofrecer el diagnostico y tratamiento; asi como los medicamentos

utilizados para el tratamiento de la TB (32) (33)
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[I. MATERIALES Y METODOS

Todas las investigaciones se realizaron en el LNR-TBLM-IPK. Para dar salida al
objetivo 1 de la tesis se realiz6 un estudio de verificacion diagndstica parcial del
Xpert® MTB/RIF y de la microscopia de fluorescencia LED, en el contexto de un
pais de baja prevalencia de TB, para conocer su factibilidad en las condiciones del

laboratorio.

3.1. Comprobacién del valor diagnéstico del Xpert® MTB/RIF y de la microscopia

de fluorescencia LED
3.1.1. Comprobacion del valor diagnéstico del Xpert® MTB/RIF.

Disefio: se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo de corte transversal. La
poblacion de estudio fueron todas las muestras de esputo de pacientes con
sospecha de TB que se recibieron en el LNR-TBLM-IPK en el periodo de junio a

diciembre del 2014.

Criterios de inclusién: todos los esputos con la calidad adecuada para el
diagnostico de TB (mucosos o0 mucupurulentos), con indicacion del Xpert®
MTB/RIF (segun las normativas del PNCETB), con volumen mayor o igual a tres
mililitros (mL) de muestra, bien identificados y que se realizé el cultivo

bacterioldgico.
Criterios de exclusion: los especimenes derramados y cultivos contaminados.

La muestra final del estudio se conformé por 61 muestras. Cada espécimen se

dividio en dos alicuotas, un mL se destind para realizar la prueba molecular (Xpert®
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MTB/RIF) y los dos mL restantes para la BK por tincion de ZN y el cultivo

bacteriolégico.
3.1.1.1. Procedimientos

3.1.1.1.1. Procedimientos para realizar el ensayo molecular Xpert®

MTB/RIF

A un mL de esputo se adicionaron dos mL del reactivo de muestra (SR) del Xpert®
MTB/RIF. A continuacion, se agitd por vortex por unos segundos y se dejé actuar
por 10 minutos, luego se mezclé por vértex de nuevo y se esperd cinco minutos
mas. El esputo tratado se transfirié con pipeta plastica estéril desechable (hasta la
marca visible) al cartucho Xpert® MTB/RIF, se carg6 al equipo y se espero la salida

de los resultados de la prueba.
Los resultados se clasificaron como sigue:
+ CMTB detectado/ Resistencia a RIF no detectada.
+ CMTB Detectado/ Resistencia a RIF detectada.
+ CMTB Detectado/ Resistencia a RIF indeterminada.
+ CMTB No Detectado.
* Prueba Invalidada.
» Error al correr prueba.

Las muestras, ademas, se procesaron para BK, cultivo e identificacion en especie,

segun lo que establece el PNCETB (19) y los procedimientos técnicos normados de
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operacion (PNO) del laboratorio.
3.1.1.1.2. Procedimiento para realizar la baciloscopia de ZN

Marcado de los portaobjetos: Se marcé el numero del registro de la muestra en el
extremo de un portaobjetos nuevo, utilizando marcador permanente o un Iapiz con
punta de diamante; se asegurd que el nimero de cada extendido correspondiera

con el nimero colocado en el recipiente con la muestra.

Preparacién del extendido: Se utilizé la particula mas purulenta usando asa
desechable de 5 mm de didmetro. Se realiz6 la extension en 2/3 de la ldmina sin

tocar los bordes.

Secado y fijacion del extendido: se dejé secar al aire, luego se fij6 a través de una
llama de mechero de bunsen de tres a cinco veces de tres a cuatro segundos cada

una.

Tincion de ZN: se adiciond fucsina basica y se aplico calor hasta la emision de
vapores dejandose actuar por cinco minutos y se enjuagd con agua. Seguido se
decoloro con alcohol acido al 3% por dos minutos. Luego se enjuago con agua para
luego aplicar el azul de metileno al 0,1% por 45 segundos a un minuto, se enjuago

con agua y se dejo secar al aire para la posterior lectura de las laminas.
3.1.1.1.3. Procedimientos para realizar la lectura de las laminas.

Se realizdé con un microscopio AxioStar plus. La codificacion de la lamina se realizo
segun el namero de BAAR vistos en cuatro lineas (dos horizontales y dos

verticales), segun establece el PNCETB, como sigue. (19)
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Numero de BAAR Codificacion
Ningun BAAR en 4 lineas recorridas 0

1-5 BAAR en 4 lineas recorridas El propio numero
6-24 en 4 lineas recorridas 6

2 25 BAAR en 4 lineas recorridas

Z
2 25 BAAR en una linea recorrida 8
9

BAAR en la mayoria de los campos

Leyenda: BAAR: bacilos acido alcohol resistentes

3.1.1.1.4. Procedimientos para el procesamiento de las muestras, inoculacién

en los medios de cultivo e identificacién en especie.
Procesamiento de las muestras

A las muestras procedentes de sitios no estériles se realiz6 el proceso de
descontaminacion/digestion por el método de Petroff modificado con hidroxido de

Sodio al 4%. (19)

Descontaminacion por el método de Petroff modificado con solucion salina: para
dos mL de muestra, se adiciond la misma cantidad de NaOH al 4%. Se
homogeniz6 con vortex y se dejé reposar durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se agité con vortex. Luego se centrifugé a 3000 gravedades (g) durante
15 minutos (min.) y se decant6 el sobrenadante. Se agregé 15 mL de solucién
salina fisiologica y se centrifugd por segunda ocasioén a 3000 g durante 15 min. Se
decantd el sobrenadante. Pasado este paso se resuspendio el sedimento en dos

mL de solucion salina fisiologica.
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A las muestras, una vez que se realiz6 el proceso de descontaminacién, se
inocularon de forma simultanea en el medio de cultivo sélido LJ y en el medio

liquido (Sistema automatizado Bact ALERT 3D).
Inoculacion en los medios de cultivo.
La elaboracion de medio de cultivo LJ, se describe en el anexo 1.

Inoculacién en el medio de cultivo solido LJ: una vez que se descontaminaron las
muestras se inoculd 0,2 mL en dos tubos de LJ y se incubd a 37°C. La lectura de
los cultivos se realizé semanal durante ocho semanas. En los tubos donde se
observé crecimiento se le realizé tincion de ZN para confirmar la presencia de
BAAR. En el caso que la tincion resultd positiva a micobacterias se realizé la

codificacion del cultivo, segun el nUmero de colonias, como se muestra en la tabla.

No. de colonias Codificacion
Ninguna. Negativo

1-5 colonias El propio niumero
6-24 colonias 6

25-100 colonias

Z
Mas de 100 colonias 8
9

Crecimiento confluente

Inoculacién en el medio de cultivo liquido (Sistema automatizado Bact ALERT 3D)
Primero se descontamindé la parte superior de la botella MP con alcohol al 70%. Se
adiciond con jeringa estéril 0,5 mL del antibiético liofilizado reconstituido antes en

10 mL del fluido de reconstitucion, segun las instrucciones del fabricante. (40) (41)
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Después se inoculd, con jeringuilla estérii 0,5 mL de la muestra tratada y
descontaminada, de forma simultanea con el cultivo sdlido. Se volvio a
descontaminar la parte superior de la botella MP con alcohol al 70% y se cargd al

equipo Bact/ ALERT 3D.

De las botellas presuntas positivas detectadas por el equipo, se extrajo, con
jeringuilla estéril, un mL de la botella y se transfirid a un tubo con tapa de rosca de
15 mL y se centrifug6é a 3000 g por 10 minutos. Se decantd el sobrenadante y del

sedimento se realizé una tincién de ZN para confirmar la presencia de BAAR.

A los cultivos positivos a BAAR, tanto por el medio sélido como liquido, se procedio
a la identificacion en especie utilizando la tira SD BIOLINE, ensayo
inmunocromatografico para la deteccion de la Ag MPT64 (presente solo en el

CMTB).

En los casos donde la tincién fue negativa por el medio liquido, se transfirié 0,2 mL
de la botella a un tubo de LJ y se incub6 a 37°C por cuatro semanas. Si en ese
tiempo no se obtuvo crecimiento se definié el cultivo como negativo. De haber
crecimiento, se realiz6 la tincion de ZN. Si se confirmd la presencia de BAAR se

procedio a realizar la tira SD BIOLINE, para diferenciar el CMTB de las MNT.
Procedimiento del ensayo inmunocromatografico (Tira SD BIOLINE)

En los aislados donde se confirmé la presencia de BAAR, se tomaron de 3 a 4
colonias con asa estéril y se resuspendieron en 200 microlitros (uL) del tampon

(suministrado por el fabricante). Se adicion6 100 pL de la suspension bacteriana en
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la ventana para inocular la muestra. En el caso del cultivo liquido, se utilizaron 100
mL de la botella MP. La lectura e interpretacion de los resultados se realizé a los 15

minutos, como aparece a continuacion:

- Resultado negativo: La presencia de una sola banda color fucsia (banda control).

Identificacion de micobacteria no tuberculosa.

- Resultado positivo: La presencia de las dos bandas color fucsia (banda control y

la banda en la seccion derecha de la ventana). Identificacion del CMTB.

- Resultado invalidado: cuando no aparece ninguna banda o sélo la de la muestra 'y

no la del control. En ese caso se repitio la prueba.

Los aislados donde se identificé el CMTB se transfirieron para la vigilancia de la
resistencia a farmacos antituberculosos a la seccibn encargada de dicho
diagndstico.

3.2. Comprobacién del valor diagnostico de la MF LED.

Disefio: se realizé un estudio verificacién diagnostica, secundaria y parcial en las
condiciones del laboratorio, para conocer su factibilidad y poder extenderlo al resto

de la red del pais. Cuba es un pais de baja de prevalencia de TB, por lo que se

siguio la metodologia de Minion y colb. (42)

Poblacidn estudio: todas las muestras de esputo de pacientes con sospecha de TB,

que se recibieron en el LNR-TBLM-IPK en el periodo de febrero a julio 2018.

Criterios de inclusion: los esputos con la calidad adecuada para el diagnéstico de

TB (mucosos o mucupurulentos), con volumen mayor o igual a dos mL de muestra,
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muestras identificadas de forma adecuada y a las que se realizd el cultivo

bacteriolégico.
Criterios de exclusion: los especimenes derramados y cultivos contaminados.

Para la inclusion de los frotis se espero el resultado del cultivo, para disminuir el
sesgo. Se incluyeron todas las muestras que tuvieron cultivo positivo al CMTB (49
esputos) y la misma cantidad donde el cultivo fue negativo, por lo que la muestra

final fue de 98 especimenes.

3.2.1. Procedimientos para realizar la microscopia de ZN, tincion

fluorescente y lectura de las laminas.

El procesamiento de las muestras para realizar la microscopia (de ZN vy
fluorescente) y lectura de las laminas (en cruces), para ambos tipos de tinciones,

se realiz6 de acuerdo a las normas internacionales. (31)
Procedimiento para realizar el extendido de las muestras

El marcado de los portaobjetos se realiz6é igual a como se describe en el acapite

3.1.1.1.2.

Preparacion del extendido: Se utilizé la particula mas purulenta para el extendido
usando asa desechable de cinco milimetros de diametro. Se realizaron
dos extendidos en forma de Ovalo de dos centimetros (cm) de largo por un cm de
ancho. Después de que los extendidos estuvieron secos Yy fijados, los frotis (sin
colorear) se guardaron en cajas de laminas dispuestas para este fin en un lugar

seco y fresco del laboratorio hasta obtener los resultados del cultivo. A continuacion
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se procedié a incluir los frotis de las muestras a estudiar para luego realizar la

coloracion de ZN y fluorescente.
Tincién de ZN: Se realiz6é de la misma manera al descrito en 3.1.1.1.2.
Tincion fluorescente con Auramina O

Las preparaciones de los colorantes para la tincién fluorescente y control de calidad

de los reactivos se describen en el anexo 2.

Se cubrio el frotis con el colorante Auramina O al 0,1% filtrada y se dejo reposar
durante 20 minutos. Se aclaré el frotis con agua y se escurrié la ldmina. Se cubrié
el portaobjeto con el decolorante (alcohol acido al 5%) y se dejé reposar durante 1
0 2 minutos. Se aclar6 de nuevo el frotis con agua y se escurrié. Se cubrio el
extendido con la solucion de permanganato de potasio (tincion de contraste)
dejandolo actuar durante 1 minuto. Se enjuagd el frotis con agua y se escurrié la

lamina. Luego se dejo secar al aire libre y al abrigo de la luz.
Lectura de las laminas

La lectura de los frotis por la tincion de ZN y fluorescente se realiz6 en cruces como

se describe a continuacion.

Para la lectura de los frotis con tincion de ZN se utilizo el microscopio modelo
Axiostar plus, para la MF LED se utilizd el un microscopio PrimoStar plus con el
adaptador ParaLens con el lente de 40x (QBC Diagnostics, EE. UU.), ambos de
Carl Zeiss, Alemania. Para la microscopia de fluorescencia convencional (como

técnica de referencia para microscopia fluorescente) se utilizd el microscopio de
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fluorescencia Olympus BX41.

La codificaciéon de la lamina en

el caso de la tincién de ZN se realiz6 de la forma

siguiente:
Informe Numero de BAAR observados por campo
optico (CO)
Negativo (-) No se encuentran BAAR en los 100 CO

N° BAAR en 100 CO

Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 CO

Positivo + Se observa entre 10 y 99 BAAR en 100 CO
Positivo ++ De 1 a 10 BAAR por campo en 50 CO
Positivo +++ Mas de 10 BAAR por campo en 20 CO

Para la tincién con Auramina O se codificd de esta manera

Informe

Lectura lente de 40 X

No se observan BAAR

0 BAAR enuna 1 linea

1- 2 BAAR en una linea

Se requiere confirmacion

Positivo escasos o paucibacilar

3-24 BAAR en una linea

Positivo +

1-6 BAAR por campo optico

Positivo ++

7-60 BAAR por campo 0Optico

Positivo +++

>60 BAAR por campo éptico

El procesamiento de las muestras para el cultivo, inoculacion e identificacién en

especie, se realiz6 igual a como se describe el acépite 3.1.1.1.4.
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3.3. Evaluacion de la precision diagnostica del Xpert® MTB/RIF en muestras
pulmonares y extrapulmonares
3.3.1. Primer estudio de evaluacion de la precision diagnostica del Xpert®
MTB/RIF en muestras pulmonares.
Disefio: se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, prospectivo de corte
transversal. La poblacion de estudio estuvo conformado por todas las muestras
pulmonares de pacientes con sospecha clinica de TB con indicacion de Xpert®
MTB/RIF, recibidas en el LNRI-TBLM-IPK, durante el periodo de mayo a octubre

del 2016.

Segun las normativas elaboradas por el PNCETB (19), se da prioridad para realizar
el ensayo molecular a los grupos vulnerables (GV) con mayor riesgo de enfermar
de TB y desarrollar resistencia a las drogas, tales como: contacto de casos de TB
pulmonar BK positivo, PVV, pacientes con tratamiento previo, reclusos o
exreclusos, personal procedentes de paises de alta carga de TB y TB resistente,
incluidos extranjeros, nifios, individuos con otras enfermedades cronicas con alta
sospecha de TB, trabajadores del sector de la salud relacionados con la atencion a
enfermos, asi como personas de unidades con internamiento prolongado (hogares

de ancianos e impedidos fisicos).

Criterios de inclusion y exclusion: se aplicaron los mismos descritos en el acapite

3.1.1. La muestra final quedo constituida por 82 especimenes.
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Las muestras fueron divididas en dos alicuotas: un mL se procesé mediante el
Xpert® MTB/RIF; y al resto se utilizd para realizar la BK (con tincion de ZN) y el
procesamiento para el cultivo sélido y liquido, segun lo establecido en el
PNCETB.(19)
El procesamiento de las muestras para el cartucho Xpert® MTB/RIF, carga al
equipo GeneXpert e interpretaciéon de los resultados generados por el equipo,
procesamiento de las muestras pulmonares no estériles, cultivo, identificacion en
especie, tincion de ZN, se realiz6 igual a como se describio en el acapite 3.1.1.1.
Los liquidos pleurales se inocularon en los medios de cultivo.
Todos los aislados identificados como CMTB, se pasaron a la seccion de
resistencia para el estudio de susceptibilidad a la rifampicina (RIF) por los métodos
fenotipicos.

3.3.2. Segundo estudio de evaluacion en muestras pulmonares vy

extrapulmonares.

Disefio: se realiz6 un estudio descriptivo, retrosprospectivo, de corte transversal.
Se revisaron las bases de datos del Xpert® MTB/RIF del LNRI-TBLM-IPK,
correspondientes al periodo de julio 2014 a septiembre 2017.
Se incluyeron los resultados de todas las muestras pulmonares y extrapulmonares
a las que se les realizé la prueba molecular Xpert® MTB/RIF y ademas tuvieran
resultados de la BK de ZN y del cultivo bacteriolégico (medio solido o liquido). Por

lo que la muestra final fue de 847 especimenes.
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3.3.3. Evaluacion del rendimiento de la microscopia de fluorescencia LED en
muestras de esputo para el diagndstico de la tuberculosis.
Disefio: se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo de corte transversal. La
poblacion de estudio estuvo constituido por todas las muestras de esputo de
pacientes con sintomas respiratorios con sospecha de TB pulmonar (n = 549), que
se recibieron en el LNRI-TBLM del IPK, en el periodo comprendido de febrero a

julio del 2018.

Criterios de inclusion y exclusion en el estudio: se utilizaron los mismos descritos
en el acapite 3.2.1. La muestra final quedé conformada por 208 especimenes. Al
igual que la validacion diagnéstica parcial se siguié la metodologia utilizada por

Minion y colb. (42)

Los procedimientos para realizar la tincion de ZN y fluorescente, asi como lectura y
codificacion de las laminas se realiz6 como se describe en el acapite 3.2.1. Para el
procesamiento de las muestras de esputo, inoculacion en los medios de cultivo e
identificacion en especie se realiz6 como se describe en el acapite 3.1.1.1.4.
3.4. Procesamiento de los datos y andlisis de los resultados
Se confeccion6 una base de datos en el programa Microsoft EXCEL con los datos
e informacion necesaria para la investigacion. Se confeccionaron las tablas
utilizando el mismo programa estadistico.

3.4.1. Xpert® MTB/RIF
Para la verificacion y la evaluaciéon de la prueba molecular se incluyeron las

muestras con resultados de Xpert® MTB/RIF validos (CMTB detectado/ Resistencia
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a RIF no detectada, CMTB detectado/ Resistencia a RIF detectada y CMTB no
detectado), que a su vez tenian resultados de la BK y el cultivo bacterioldgico
(prueba de referencia para la deteccién del CMTB). En relacion a la deteccion de
resistencia a RIF, se solicitaron los resultados del patréon de
susceptibilidad/resistencia a la RIF por el método de las proporciones (prueba de
referencia para la deteccion de resistencia a RIF), a la seccién de resistencia del
LNRI-TBLM.

3.4.1.1. Comprobacion del valor diagnostico del Xpert® MTB/RIF

Para el andlisis de los resultados en relacidon a la deteccion del CMTB y deteccién
de resistencia a RIF, se utilizé el programa estadistico para analisis epidemioldgico
de datos tabulados EpiDAT (por sus siglas en inglés), version 3.1, en funcion del
célculo de los indicadores de desempefio (ID), con un intervalo de confianza del
95%. Para el calculo de los ID (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
y negativo, indice de validez y de youden) se excluyeron los cultivos contaminados
y los resultados del Xpert® MTB/RIF error al correr la prueba, invalidados o sin

resultados.

Se calcularon los porcentajes de deteccion para cada prueba diagnostica y se
compararon los resultados, utilizando el mismo programa para determinar la
significacién estadistica.

3.4.1.2. Evaluacion de la precisibn diagnéstica del Xpert® MTB/RIF en
muestras pulmonares y extrapulmonares

Para la evaluacion, se incluyeron todos los casos nominales con sintomatologia
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respiratoria sugestiva de TB. Se compararon los resultados del Xpert® MTB/RIF
con la BK, el cultivo soélido y liquido. El andlisis de los resultados, para ambos
estudios se realizd de la misma manera que el descrito en la seccion 3.4.1.1.

3.4.2. Microscopia de fluorescencia LED

Tanto para la verificacién, como para la evaluacion del rendimiento diagnéstico, de
la técnica, se esperd el resultado del cultivo bacterioldégico para seleccionar los

frotis.

3.4.2.1. Comprobacion del valor diagndstico de la microscopia de

fluorescencia LED
Para este analisis se utilizé el programa estadistico EpiDAT, versién 3.1, en funcién
de calcular los ID de la MF LED vy la coloracion de ZN (sensibilidad, especificidad, |
valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, indice de validez y el indice de
Youden), para este analisis se excluyeron los cultivos contaminados. Se utilizo el
cultivo bacterioldgico como prueba de referencia. También se calcularon los
porcientos de deteccion por cada herramienta diagnostica y se compararon los
porcentajes, utilizando el mismo programa para determinar la significacion

estadistica.

En cuanto a la estimacion de la concordancia entre las BK se utilizé el indice de
kappa (k), segun lo que sugiere Landis y Koch (43), como se muestra en la tabla

siguiente.
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Nivel de concordancia

indice de Kappa

<0,00 Sin acuerdo
0,01- 0,20 Baja

0,21- 0,40 Aceptable
0,41- 0,60 Moderada
0,61- 0,80 Buena
0,81-1,00 Muy buena

3.4.2.2. Evaluacion del rendimiento de la microscopia de fluorescencia LED en

muestras de esputo para el diagnéstico de la tuberculosis.

Se incluyeron todos los casos nominales con sintomatologia respiratoria sugestiva
de TB. Para este estudio se estratificaron los resultados de la MF LED vy tincién de
ZN por grados de codificacion. El analisis estadistico y la estimacion de la
concordancia entre las BK se realizaron de la misma forma que la descrita en el

acapite 3.4.2.1.

También se realizd el analisis de las curvas de ROC (Receiver Operating
Characteristic, en inglés), donde se calcul6 el area bajo la curva (ABC) de la MF
LED y la coloracion de ZN, utilizando el mismo programa estadistico y se
compararon los resultados obtenidos.

3.5. Aspectos éticos.

a) El presente trabajo se ajustd a los principios establecidos en la declaracion
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de Helsinki, asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los codigos
nacionales de ética y regulaciones legales vigentes en Cuba.

b) Se cuenta con el aval de la Comision Cientifica Especializada de
Microbiologia (anexo 3) y aval de la comision de ética del IPK, CEI-IPK 16-20.
(anexo 4)

C) El trabajo se llevd a cabo en gabinetes de seguridad clase I, segun la
clasificacion del Centro Nacional de Seguridad Bioldgica de Cuba para el trabajo
con micobacterias. De esta manera, se impidi6 la liberacion de microorganismos
patdgenos al exterior, por lo que dicho trabajo no representd riesgos para la
comunidad donde se encuentra enclavado el laboratorio.

d) El estudio se realizé en el LNRI-TBLM, perteneciente al IPK, que dispone de
la infraestructura necesaria, el personal calificado y los principales recursos

materiales necesarios, que permitio realizar esta investigacion.

e) La experiencia y calificacién del personal de laboratorio que particip6 en el

estudio permitio tener confiabilidad y credibilidad de los resultados obtenidos.

f) El personal del laboratorio que procesé y analizd las muestras tuvo pleno
conocimiento de las normas de bioseguridad en el manejo de las muestras y

aislados.

0) Solo el personal médico y del laboratorio involucrados tuvieron el derecho a
tener acceso a los resultados derivados de este estudio. Los nombres de los
pacientes involucrados se mantuvieron en total confidencialidad. Esto se garantizé

asignandole un codigo o contrasefia, al que solo tuvo acceso el equipo de la
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investigacion.

h) Los resultados se enviaron mediante escaneo o foto de la indicacion con el
resultado mediante correo electronico o redes sociales whatsApp (con cédigo) para

mantener la confidencialidad de los pacientes.
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V. RESULTADOS

El Xpert® MTB/RIF y la MF LED han sido objeto de evaluaciones en mdltiples
estudios a nivel internacional con resultados satisfactorios. Sin embargo, la gran
mayoria se realizaron en entornos de alta carga de TB y TB resistente. Cuba es un
pais de baja prevalencia de esta enfermedad, por lo que se hizo necesario realizar
la verificacion diagnéstica de ambas tecnologias en el contexto del pais y en las

condiciones del laboratorio.

4.1. Comprobacion del valor diagnéstico del Xpert® MTB/RIF y la microscopia

de fluorescencia LED.
4.1.1. Comprobacion del valor diagnéstico del Xpert® MTB/RIF

Se estudiaron 61 muestras de esputo. Todas se procesaron para realizar el Xpert®
MTB/RIF, el examen directo por ZN y el cultivo bacteriolégico (medio sélido y
liquido).

Por el Xpert® MTB/RIF se detecté el CMTB en 18/61 (29,5%) esputos, cuatro mas
gue por el cultivo en medio solido (14; 22,9%) en LJ y tres mas que por el liquido

(15; 24,6%). El Xpert® MTB/RIF, como prueba inicial, detectdé 11 casos mas que la

tincion de ZN (7; 11,5%). Tabla 1
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Tabla 1. Porcientos de deteccion del complejo Mycobacterium tuberculosis segun

las herramientas de diagnostico utilizadas, junio a diciembre 2014. LNRI-TB-IPK.

% Deteccion del Complejo

Pruebas Diagnosticas (N=61) Mycobacterium tuberculosis

No %
Xpert® MTB/RIF 18 29,5
Cultivo Léowenstein Jensen 14 22,9
Cultivo liquido Bact ALERT 3D 15 24,6
Baciloscopia Ziehl Neelsen 7 11,5

Se compararon los porcientos de deteccién del Xpert® MTB/RIF en relacién con los
métodos de cultivo utilizados. En relacion al cultivo bacteriol6gico (prueba de oro)
las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p<0,05). Para el medio LJ
el valor de p fue de 0,5369 con un IC de -0,106-0,238 y para el cultivo liquido de
0,6836 (IC: -0,125- 0,223). Sin embargo, al comparar con la tincion de ZN como
prueba inicial, estas diferencias si tuvieron significacion estadistica (p=0,0249; IC:

0,024-0,336).

De las 18 muestras positivas al CMTB por el Xpert® MTB/RIF, en 15/18 (83,3%) se
confirmé el agente etiologico por el cultivo. Los tres donde no hubo confirmacion
bacterioldgica correspondieron a pacientes en seguimiento del tratamiento. No se
detectdo TB por la prueba molecular en 42 muestras, de las cuales en una se

identifico el CMTB por el cultivo, que correspondié a un caso en tratamiento. En
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una muestra el resultado fue error al correr la prueba.

En la tabla nimero dos se muestra la comparacion de los indicadores de
desempefio de la BK de ZN y la prueba molecular (en relacion al cultivo sélido y
liguido) como prueba inicial para diagnostico de la TB. La S del Xpert® MTB/RIF
fue muy superior (92,86 utilizando el cultivo LJ y 100% el cultivo liquido), en
comparacion con la BK de ZN, que alcanz6 un valor de 46,67%. Del mismo modo
sucedio6 para el indice de youden (1Y) que fue de 0,83 utilizando el medio sélido y

0,95 con el medio liquido, mayor que el que se obtuvo por la tincion de ZN (0,47).

Tabla 2. Comparacion de los Indicadores de desempefio del Xpert® MTB/RIF y de

la Tincion de Ziehl Neelsen, junio a diciembre 2014. LNRI-TB-IPK.

Indicadores de Xpert® MTB/RIF en relacion a Tincién de
desempefio (%) Cultivo Cultivo liquido  zjehl Neelsen
Lowenstein Jensen  Bact ALERT 3D
Sensibilidad 92,86 100,0 46,67
Especificidad 90,0 95,12 100,00
indice de validez 90,74 96,43 86,21
Valor predictivo positivo 76,47 88,24 100,00
Valor predictivo negativo 97,3 100,00 84,31
indice de Youden 0,83 0,95 0,47
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4.1.2. Comprobacion del valor diagndstico de la microscopia de

fluorescencia LED

Para la verificacién de la MF LED se realizd la comparacion de los resultados de
tres técnicas de microscopia. Para la tincion fluorescente se utilizé la MF LED y la
MFC (como referencia para el diagnostico microscépico con tincibn con
fluorocromos) y la tincion de ZN. Coincidié que por ambas técnicas fluorescentes
se identificaron 38 (37,8%) laminas positivas a BAAR, de ellas 18 paucibacilares
(10 més que por la tinciébn de ZN), confirmando la mayor sensibilidad de las
microscopias que utilizan la tincién con auramina O. Por la microscopia utilizando
tincion de ZN, fueron positivas 24 (24,5%) laminas; sin embargo, al comparar este
resultado con los de las MF LED y MFC, las diferencias no fueron significativas (p=

0,1590). (Tabla 3)

Tabla 3. Comparacion de los resultados de la microscopia de fluorescencia LED
con la microscopia de fluorescencia convencional y la tincion de Ziehl Neelsen,

febrero a julio, 2018. LNRI-TB-IPK.

Laminas positivas

Tipos de Laminas

microscopias Negativas paucibacilar + — ++  +++ Total
Fluorescencia LED 60 18 4 2 14 38 (37,8%)
Fluorescencia 60 18 4 2 14 38 (37,8%)
Convencional

Tincion de  Ziehl 74 8 3 2 11 24 (24,5%)
Neelsen

Leyenda: Paucibacilares: codificacion que se le otorga a las muestras con escasos

BAAR/ +: una cruz/ ++: dos cruces/ +++: tres cruces
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Se analizaron también los resultados de la comparacién entre las técnicas
microscopicas en dependencia de los grados de codificacion de las ldminas. Con
la MF LED se detectaron 14 laminas positivas a BAAR que resultaron negativas
con la tincién de ZN (12 paucibacilares, uno positivo +, y otro fuertemente positivo,
+++), por lo que se incrementé la tasa de positividad a 13,3%, ademas se
observaron mas frotis con escasos BAAR (18/98) que la tincion de ZN (8/98), que
confirma la mayor sensibilidad de esta técnica.

Al realizar el mismo analisis entre la MF LED y la MFC, se identificaron tres laminas
gue fueron codificadas como paucibacilares por la MF LED que resultaron
negativas por la MFC, y tres que fueron negativas por la MF LED, se codific6 como

paucibacilar por la MFC.

La concordancia entre la MF LED vy la tincion de ZN se consider6 buena (k=

0,6773), y muy buena al comparar las dos técnicas fluorescentes (k=0,8711).

En la tabla cuatro se muestra la comparacion de los ID de las técnicas
microscoépicas utilizadas. La S de la MF LED fue de 77,55%, con un IY de 0,78,
muy similar a la que se obtuvo con la MFC, técnica microscépica de referencia que
se utiliz6 en esta investigacién (75,51 y 0,73, en ese orden). La S para la
microscopia por tincion de ZN fue de 48,98%, inferior al que se obtuvo por la MF
LED. EI Y calculado para la MF LED (0,78) fue muy superior comparado con la
tincion de ZN (0,49), muy por debajo de 0,75 que es el limite inferior para

considerar una prueba diagndstica adecuada.
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Tabla 4. Comparacion de los resultados de los indicadores de desempefio de las

tinciones fluorescentes y la tincion de Ziehl Neelsen, febrero a julio 2018. LNRI-TB-

IPK.
Indicadores de Tipos de microscopias
desempefio (%) Fluorescencia  Fluorescencia Tincion de
LED Convencional Ziehl Neelsen
Sensibilidad 77,55 75,51 48,98
Especificidad 100,00 97,96 100,00
indice de validez 88,78 86,73 74.49
Valor predictivo positivo 100,00 97,37 100,00
Valor predictivo negativo 81,87 80,00 66,22
indice de youden 0,78 0,73 0,49

4.2. Evaluacion de la precision del Xpert® MTB/RIF en muestras pulmonares y

extrapulmonares.

Se realizaron dos estudios, el primero solo en muestras pulmonares y otra

investigacion en muestras pulmonares y extrapulmonares.

4.2.1. Primer estudio de evaluacion de la precision del Xpert® MTB/RIF en
muestras pulmonares de personas pertenecientes a grupos vulnerables de mayor

probabilidad de desarrollar TB.

Esta investigacion incluyo 82 muestras. El mayor numero de muestras estudiadas

correspondieron a esputos con 78 (95,2%), seguidas de lavados bronquiales y
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liquidos pleurales (2 muestras en cada caso: 2,4%).

La tabla cinco muestra los resultados del Xpert® MTB/RIF de acuerdo a los grupos
GV estudiados y resultados de la BK. Las PVV fue el GV mas estudiado con 51
(62,2%), es importante sefialar que dentro de este grupo se estudiaron 5 personas
gue también cumplieron la condicion ser exreclusos o reclusos, pero fue prioritaria
la condicion de ser VIH para la clasificacion, segun se establece en las normativas
por el PNCETB (19). Del total de PVV, en nueve (17,6%) se detectdé el CMTB,

cuatro de ellos BK por ZN negativa.

Dentro del grupo con tratamiento previo se estudiaron ocho casos (9,8%), todos
con resultados positivos al CMTB por la prueba molecular, dos de ellos con BK
negativa. Se investigaron también ocho muestras (9,8%) de extranjeros
procedentes de paises de alta carga de TB, con sélo un positivo al CMTB con BK

negativa. (Tabla 5)

De las cuatro muestras de nifios mayores de 12 afios estudiados solo detecté TB
en un caso con BK positiva. A su vez se estudiaron cinco (6,1%) muestras de
personas con otras enfermedades cronicas, como la EPOC (enfermedad pulmonar
obstructiva cronica), siendo positivos dos casos, uno negativo a la BK. Otras seis
muestras pertenecientes a personas con alta sospecha clinica de TB (hogar de
ancianos, fumadores y trabajador de la salud) fueron negativas por el Xpert. (Tabla

5)
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Tabla 5. Resultados de Xpert® MTB/RIF segun los grupos vulnerables estudiados y

resultados de la BK, mayo a octubre 2016. LNRI-TB-IPK.

Casos positivos

No. % Xpert® MTB/RIF
GRUPOS VULNERABLES ol BK () BK O
Personas viviendo con VIH 51 62,2 9 5 4
Tratamiento Previo 8 9,8 8
Extranjeros procedentes paises de 8 9,8 1 0 1
alta carga
Nifios (Mayor 12 Afios) 4 4,9 1 1 0
Otras enfermedades cronicas 5 6,1 2 1 1
(EPOC)
Hogar de ancianos 3 3,7 0
Fumadores 2 2,4 0
Trabajador Sector de Salud 1 1,2 0 0 0
Total 82 100,0 21 13 8

Leyenda: BK: baciloscopia/ EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

El ensayo Xpert® MTB/RIF detect6 ADN del CMTB en 21 de los casos estudiados,
en 20 (24,4%) de ellos no se detecto resistencia a RIF y en solo uno se detecto
resistencia a este antibiotico, perteneciente al grupo de PVV. La prueba resulto
negativa en 57 (69,5%) individuos y en cuatro (4,9%) se observo errores al correr la

prueba o el resultado fue no valido. Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados de Xpert® MTB/RIF por categorias, mayo a octubre 2016.

LNRI-TB-IPK.

Categorias No. %
No Deteccion CMTB 57 69,5
Deteccion CMTB/ No Resistencia a RIF detectada 20 24,4
Deteccion CMTB/ Resistencia a RIF detectada 1 1,2
Deteccion CMTB/ Resistencia Indeterminada a RIF 0 0
Error al correr la prueba o resultado invalido 4 4,9
Total 82 100

Leyenda: CMTB: Complejo Mycobacterium tuberculosis/ RIF: Rifampicina

También se compararon los resultados del Xpert® MTB/RIF con el cultivo
bacteriolégico (medio sélido LJ y liquido). Para este andlisis no se tuvieron en
cuenta los cultivos contaminados, asi como los resultados invalidados o con error al
correr la prueba por el ensayo molecular. De los 21 casos positivos al CMTB por el
ensayo molecular, se confirmaron 15 (71,4%) por el cultivo (de los 6 no
confirmados dos fueron seguimiento de tratamiento y cuatro cultivos
contaminados). No obstante, no existieron diferencias significativas desde el punto
de vista estadistico (p=0,2528) entre el ensayo de Xpert® MTB/RIF y los métodos
de cultivo empleados. Es importante destacar que la prueba molecular permitid
detectar seis casos de TB mas que el cultivo bacteriolégico (todos de diagnadstico,

cuatro que fueron cultivos negativos y dos contaminados).
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Como prueba inicial, el Xpert® MTB/RIF permitié detectar la TB en ocho casos
negativos por la BK. Hubo un caso con BK positiva con resultados de TB no
detectada por el ensayo molecular, que resultd una micobacteria no tuberculosa

por el cultivo.

Los ID del Xpert® MTB/RIF, para los pacientes con BK negativa, evidencio valores
de S, E, concordancia (C), valor predictivo positivo (VPP+), valor predictivo
negativo (VPN-) de 100%, 92,86%, 93,22%, 42,86% y 100%, en ese orden, con un
Y muy cercano a uno (0,93), superior a 0,75 (limite minimo para considerar una
prueba diagnéstica aceptable). Para los casos BK (+), todos los ID de la prueba

fueron del 100% con un IY perfecto (Tabla 7).

Tabla 7. Indicadores de desempefio del Xpert® MTB/RIF de acuerdo a los

resultados de la BK, mayo a octubre 2016. LNRI-TB-IPK.

. ~ Pacientes con Pacientes con
Indicadores de desempefio . . : . . "
Baciloscopia Negativa Baciloscopia Positiva

Sensibilidad (%) 100 100
Especificidad (%) 92,86 100
Concordancia (%) 93,22 100

Valor Predictivo Positivo (%) 42,86 100

Valor Predictivo Negativo (%) 100 100

indice Youden 0,93 1
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Los resultados de la prueba de susceptibilidad a la RIF, por el método de las
proporciones, se solicitaron a la seccion de resistencia del LNRI-TB. Esta prueba
solo se realizd a los aislados del CMTB con un numero de colonias = 10 (15
aislados). Se obtuvo que 14 aislados fueron sensibles a la RIF y s6lo en uno se
detectd resistencia. No se calcularon los indicadores de desempefio del ensayo

debido al escaso numero de aislados, lo cual fue una limitante de este estudio.

4.2.2. Segundo estudio de evaluacién de la precision del Xpert® MTB/RIF en

muestras pulmonares y extrapulmonares.

Se incluyeron 847 muestras, de ellas 784 (92,6%) pulmonares y 63 (7,4%)

extrapulmonares.

Para las muestras pulmonares la mayor positividad para todas las técnicas de
diagndéstico utilizadas se obtuvo con muestras de esputo: por BK 78/754 (10,3%),
por cultivo positivo al CMTB 118/754 (15,6%) y 153/754 (20,3%) por la prueba
molecular. Es importante sefalar que para los lavados bronquiales la BK fue
positiva en un solo caso de los 20 estudiados (5%); sin embargo, por el cultivo y
Xpert® MTB/RIF se diagnosticaron cuatro pacientes (20%), incrementandose el

diagnostico en 15 %. Tabla 8.

Los porcientos de positividad general entre los casos diagnosticados con TB, para
muestras pulmonares, por BK fueron de 81 (10,3%) y por Xpert® MTB/RIF de 159
(20,3%), estas diferencias fueron significativas (p=0,0000). También hubo

significacion estadistica (p=0,0214) al comparar con el cultivo que fue de 123
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(15,7%) casos. Tabla 8.

Se analizaron los resultados de los métodos de diagndésticos utilizados en los casos
con sospecha de TB extrapulmonar (63 pacientes). De forma general, se constatd
qgue la BK fue positiva en un solo caso, correspondiente a una muestra de liquido
pleural (LP), por cultivo tres pacientes (una biopsia de tejido y dos liquidos
pleurales) y siete por Xpert® MTB/RIF (cuatro biopsias, dos liquidos pleurales y
una secrecion), para 1,6%; 4,8% y 11%, en ese orden, observandose un aumento

del aporte al diagndstico de la TB del ensayo molecular.

Es valido resaltar que en las muestras extrapulmonares donde no se recomienda
realizar la BK, el Xpert detecté el CMTB en 4/21 casos estudiados por biopsias de
tejidos, para 19% contra un solo paciente identificado (4,8%) por cultivo. Por otro
lado, de los 4 pacientes, donde se investigd como muestra las secreciones, solo se

pudo detectar la enfermedad en un caso, y fue por la prueba molecular. Tabla 8.

No se compararon los porcientos de positividad en las muestras extrapulmonares
en relacion a la BK, debido a que esta técnica no se realiza en todas las
extrapulmonares. En este estudio s6lo se aplico a los liquidos corporales
(pleurales, asciticos y pericéardicos) y solo fue positivo en un LP. Sin embargo, por
el Xpert® MTB/RIF se pudo identificar al CMTB en dos casos, y se pudo comenzar
el tratamiento de forma oportuna. En cuanto al cultivo, en 3/63 (4,8%) muestras
extrapulmonares estudiadas se identifico la enfermedad, contra 7/63 (11%) por

la prueba molecular, estas diferencias no fueron significativas (p=0,3228). Tabla 8.
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De forma general, la BK fue positiva en 82/847 (9,7%) pacientes, 126/847 (14,9%)
y el Xpert® MTB/RIF en 166/847 (19,6%). Tabla 8. Hubo significacion estadistica al
comparar los porcientos de deteccion del Xpert® MTB/RIF con la a BK (p=0,0000)
y el cultivo (p= 0,0121). El aporte de la prueba molecular al diagndstico de casos de

TB, fue superior a la BK en 10% y en 5% con relacion al cultivo.

Tabla 8. Resultados de la positividad de la baciloscopia, cultivo y Xpert® MTB/RIF

por tipo de muestra, julio 2014 a septiembre 2017. LNRI-TB-IPK.

Pacientes positivos por

Tipos de muestras

Baciloscopia  Cultivo I\Z(‘IE)ngE{(?F
Esputos (754) 78 10,3% 118 15,6% 153 20,3%
Lavados Bronquiales (20) 1 5% 4 20% 4 20%
Bulmonar Aspirados Bronquiales (6) 2 33,3% 1 166% 2 33,3%
Cepillados Bronquiales (1) 0 0% 0 0% 0 0%
Contenido s Gastricos (3) 0 0% 0 0% 0 0%
Subtotal (784) 81 10,3% 123 157% 159 20,3%
Biopsias de Tejidos (21) NA NA 1 4,8% 4 19%
LCR (20) 0 0% 0 0% 0 0%
Liquidos Pleurales (14) 1 7,1% 2 143% 2 14,3%
Extrapulmonar Secreciones (4) NA NA 0 0% 1 25%
Liquidos Asciticos (3) 0 0% 0 0% 0 0%
Liquidos Pericardicos (1) 0 0% 0 0% 0 0%
Subtotal (63) 1 1,6% 3 48% 7 11%
Total (847) 82 9,7% 126 14,9% 166 19,6%
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También se confrontaron los resultados de los métodos de diagnéstico utilizados,
de acuerdo a la presencia o no del VIH, de los pacientes a los cuales se les
analizaron muestras en esta investigacion. Se aprecio que en PVV la BK solo
diagnosticé BAAR en 28 (5,5%) pacientes y por el cultivo se confirmé la TB en 56
(10,9%); sin embargo, por el Xpert® MTB/RIF en 76 (14,8%) muestras se identificd
el CMTB, por lo que se incremento el diagnostico con la prueba molecular en casi
10 % el diagndstico con relacion a la BK'y en 5 % con el cultivo. En las muestras de
los pacientes VIH negativos se detectaron por el Xpert® MTB/RIF 90 (30,3%) casos
de TB, aportando al diagnostico el 12% en relacion a la BK y 7% al cultivo. En los
pacientes donde se desconocia el status VIH no se detect6 la enfermedad (Tabla

9).

Tabla 9. Comparacion de la positividad de la baciloscopia, cultivo y Xpert®

MTB/RIF de acuerdo a la presencia o no de VIH, julio 2014 a septiembre 2017.

LNRI-TB-IPK.
Pacientes positivos por
Clasificacion
Baciloscopia Cultivo Xpert®
MTB RIF

Personas viviendo con VIH (512) 28 55% 56 10,9% 76 14,8%

Personas sin VIH (297) 54 182% 70 236% 90 30,3%

Personas con status VIH 0 0% 0 0% 0 0%

desconocido (38)
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En la tabla 10 se muestra la comparacién de los resultados del Xpert® MTB/RIF de
las muestras estudiadas con la positividad de la BK y cultivo. La prueba molecular
fue negativa en 680 muestras, de las cuales en cinco la BK dio positiva a BAAR; sin
embargo, el resultado del cultivo también fue negativo. De los casos que el Xpert
detectdé TB y no resistencia a RIF (150), la BK fue positiva en 70 y se confirmaron
por cultivo 112. Para los 12 diagnosticados con TB RR, la BK de diagnéstico solo
aporto siete casos y el cultivo 11. Solo en cuatro pacientes se detect6 el CMTB y
no se pudo determinar el patron de resistencia a la RIF (indeterminada), de los

cuales en tres se confirmd la TB por cultivo y no se identifico ninguno por BK.

Tabla 10. Comparacién de los resultados del Xpert® MTB/RIF en relacion con la

BK y cultivo, julio 2014 a septiembre 2017. LNRI-TB-IPK.

Positivos
Resultados del Xpert® MTB/RIF Muestras
BK Cultivo

CMTB no detectado 680 5 0
CMTB detectado/ resistencia a RIF no detectada 150 70 112
CMTB detectado/ resistencia a RIF detectada 12 7 11
CMTB detectado/ resistencia a RIF indeterminada 4 0 3
Error/ resultados invalidados/ sin resultados 1 0 0
Total 847 82 126

Leyenda: CMTB: Complejo Mycobacterium tuberculosis/ BK: baciloscopia/ RIF:
Rifampicina
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También se realiz6 el andlisis de la S y E del ensayo molecular de acuerdo al tipo
de muestra estudiada (pulmonar o extrapulmonar) y la presencia o no del VIH (512
muestras de PVV, 297 personas sin VIH). La S fue de 100% para las muestras
pulmonares de personas con y sin VIH, y para las extrapulmonares pertenecientes
a los casos VIH negativa. En cambio, para las muestras extrapulmonares de las
PVV la sensibilidad no se pudo calcular, ya que solo se identificaron tres casos que
fueron positivos por Xpert, pero negativos al cultivo y no se identificaron resultados
falsos negativos ni verdaderos positivos. La E de la prueba para las muestras
pulmonares y extrapulmonares de los PVV fue de 96,9% y 90,6%, en ese orden, y
para los VIH negativos de 92,8% y 96,30%, en ese orden. En las muestras de los

casos con VIH desconocido (38 muestras) no se detecté el CMTB.

La Habana, es la capital de Cuba e histéricamente es la provincia de mayor
incidencia de TB en el pais, por lo que se hizo una estimacion del aporte de la
prueba molecular al diagnostico de la TB en esta provincia, en cuanto a la
positividad de la BK y el cultivo. De forma general, el Xpert® MTB/RIF incrementd
el diagnéstico de TB en esta provincia en 66 casos mas que la BK y 34 mas en

relacion al cultivo. Tabla 11.
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Tabla 11. Estimacion del aporte al diagnostico de TB del Xpert® MTB/RIF en La

Habana con relacion a la BK y cultivo, julio 2014 a septiembre 2017. LNRI-TB-IPK.

Casos positivos de La Habana por técnica

Afios Baciloscopia Cultivo Xpert Incremento del Diagnéstico con
Positivos  Positivos Positivos Xpert® MTB/RIF
BAAR CMTB CMTB  Enrelacion a BK En relacién a Cultivo
2014 9 16 19 (+10) (+3)
2015 13 28 32 (+19) (+4)
2016 21 25 31 (+10) (+6)
2017 28 34 55 (+27) (+21)
Total 71 103 137 (+66) (+34)

Leyenda: BAAR: bacilos acido alcohol resistentess CMTB: Complejo
Mycobacterium tuberculosis

4.3. Evaluacion del rendimiento de la microscopia de fluorescencia LED en

muestras de esputo para el diagndéstico de la tuberculosis.
En este estudio se incluyeron 208 muestras de esputo. En la tabla 13 se muestran
los resultados de la comparacion de las dos técnicas de microscopia que se
utilizaron en esta investigacion. Por la MF LED se identificaron 28 (13,5%) frotis
positivos a BAAR, diez mas que los identificados por la coloracion de ZN (18 para
un 8,6 %), ademas se pudo identificar con la técnica fluorescente un mayor nimero
de frotis paucibacilares (diez), seis mas, comparado con los detectados por la

microscopia convencional de ZN (cuatro). Tabla 12.
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Tabla 12. Comparacion de los resultados de la microscopia de fluorescencia LED y

la microscopia con la Tincion de Zielh Neelsen, febrero a julio 2018. LNRI-TB-IPK.

Frotis positivos a BAAR

Tipo de Frotis
_ i _ o Total  Total
Microscopias ~ Negativos Paucibacilares + ++ N
positivos
Tincion de 190 18
_ 4 3 2 9 208
Ziehl Neelsen (91,4%) (8,6%)
180 28
MF LED 10 4 2 12 208
(86,5%) (13,5%)

Leyenda: BAAR: bacilos éacido alcohol resistentes/ MF LED: microscopia de
fluorescencia LED/ Paucibacilares: codificacion que se le otorga a las muestras con
escasos BAAR/ +: una cruz/ ++: dos cruces/ +++: tres cruces

Por la MF LED, dentro de los casos positivos a BAAR, en la categoria de
paucibacilares, de los diez frotis detectados por la coloracion fluorescente, seis

(cuatro pertenecientes a PVV) no se identificaron por la coloracién de ZN.

La concordancia estimada entre los dos tipos de microscopia utilizada en el estudio
(segun el indice de kappa) fue de 0,7570. Basado en la clasificacion de Landis y
Koch, que considera seis categorias: muy buena, buena, moderada, aceptable,
baja y sin acuerdo, esta se considerd buena porque estuvo entre los valores de

0,61-0,80.

La proporcion de verdaderos positivos a BAAR por MF LED fue de 13,043 % y por
la coloracion de ZN de 8,696 %, pero al comparar estas proporciones no existieron

diferencias significativas (p=0,2065) entre la proporcidon de laminas positivas
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observadas con la MF LED vy las observadas con la tincion de ZN.

En la tabla 13 se muestran los resultados de ID de las dos técnicas de microscopia.
La S de la MF LED fue 81,82 %, superior a la calculada para la coloracion de ZN
(54,55%). Los valores de los parametros de la E, el VPP+, VPN y el indice de
validez de la MF LED y la microscopia con la coloracion de ZN, tuvieron valores
similares. Sin embargo, al calcular el IY para la MF LED el valor que se obtuvo fue

cercano a uno (0,81), por encima del obtenido con la coloracién de ZN (0,55).

Tabla 13. Comparacion de los Indicadores de desempefio de la microscopia de
fluorescencia LED y la microscopia con la coloracion de Zielh Neelsen, febrero a

julio 2018. LNRI-TB-IPK.

Indicadores de desempefio Microscopia con

MF LED

tincion de ZN
Sensibilidad (%) 81,82 54,55
Especificidad (%) 99,43 100
Valor Predictivo Positivo (%) 96,43 100
Valor Predictivo Negativo (%) 96,65 92,06
indice de validez (%) 96,62 92,75
indice Youden 0,81 0,55

Leyenda: MF LED: microscopia de fluorescencia LED/ ZN: Ziehl Neelsen
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Al analizar la curva de ROC, el area bajo la curva (ABC) para ambas técnicas de
microscopia estuvo entre 0,5 y 1. El valor de ABC fue de 0,8966, con un intervalo
de confianza (IC) de 0,8250-0,9681 para la MF LED, mayor que el de la coloracién
de ZN (0,7903 con IC: 0,7020-0,8786). Pero esta diferencia no resulté significativa

(p = 0,0669).

De los 28 pacientes identificados como positivos a BAAR por la MF LED, 27 fueron
confirmados por cultivo, de ellos 24 del CMTB y tres MNT, para una tasa de
positividad del 13,5%. Uno fue negativo al cultivo y se trat6 de un paciente en
seguimiento de tratamiento. Por la tincion de ZN de los 18 casos positivos, todos
crecieron en el medio de cultivo, 17 pertenecieron al CMTB y uno resulté una MNT,
para una positividad del 8,6%. Sin embargo, al comparar el % de positividad de las
2 técnicas, las diferencias no fueron significativas al obtenerse un valor de p>0,05,

como se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Comparacién de los resultados de la MF LED y la microscopia con tincion

de Ziehl Neelsen, de acuerdo a la tasa de positividad, febrero a julio 2018. LNRI-

TB-IPK.
Microscopia % Positividad Aislados Valor de p
_ 24 CMTB
Fluorescencia LED (28) 13,5% 3 MNT
17 CMTB 01593
L . 0
Tincion de Ziehl Neelsen (18) 8,6% 1 MNT

Leyenda: CMTB: Complejo Mycobacterium tuberculosis; MNT: micobacteria no
tuberculosa
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V.  DISCUSION

5.1. Comprobacién del valor diagnostico y evaluacién de la prueba molecular
Xpert® MTB/RIF para el diagnéstico de la tuberculosis

Una de las prioridades de los Programas Nacionales de Control de la TB a nivel
mundial es la deteccién oportuna de los casos de TB y TB MDR. El diagndstico
rapido y preciso e esta enfermedad es un paso importante para disminucion de la
transmision de la enfermedad, comenzar el tratamiento adecuado, implementar
medidas y lograr un control epidemioldgico efectivo, elemento primordial para lograr
la mayor curacion de los pacientes, disminuir mortalidad, prevenir la resistencia a

los medicamentos, asi como evitar el fracaso y las recaidas. (8) (44) (45)

Para poder alcanzar la eliminacion de la TB, es indispensable intensificar y unir los
esfuerzos, adaptar estrategias y establecer prioridades de acuerdo a la

epidemiologia y los sistemas de salud locales (42).

La Organizacién Panamericana de la Salud asume el compromiso de apoyar a los
paises de la region para acelerar la implementacion de la Estrategia Fin de la TB y
convertirse en el primer territorio en alcanzar la eliminacion de esta temible
enfermedad como problema de salud publica. Para eliminar la TB hay que pasar de
una baja incidencia (<10 casos por cada 100 000 habitantes) a la pre-eliminacion.
Cuba esta entre los 14 paises de la region de Las Américas que tienen la
oportunidad de avanzar hacia la eliminacion de esta temible enfermedad. (18) Para
ello es prioritario la introduccion de técnicas rapidas para aumentar la deteccion de

casos, con prioridad para los GV, que tienen de 30-50 veces mas probabilidad de
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enfermar de TB que la poblacién general. (36) (46)

Para lograr este proposito es necesario introducir herramientas que permitan el
diagndstico rapido de la TB, y en consecuencia lograr un control de la transmision,
la administracion oportuna del tratamiento y de esta manera disminuir la morbilidad-

mortalidad por esta enfermedad.

El Xpert® MTB/RIF es una prueba molecular que detecta la presencia del CMTB y
resistencia a la RIF, directamente de muestras de pacientes con sospecha de TB,
en un tiempo aproximado de 2 h. Es una PCR en tiempo real, que permite un
diagnodstico rapido y ademas tiene el valor agregado de detectar el patron de
susceptibilidad/resistencia de la RIF, droga de primera linea en el tratamiento de la
TB. Es un ensayo automatizado, integrado y semicuantitativo, que utiliza cartuchos
desechables de un solo uso e independientes. Con ello, se reduce al minimo el
riesgo de contaminacion cruzada entre las muestras y permite realizar el
procesamiento de las muestras con bajos requerimientos de bioseguridad e
infraestructura. (47) (48) (49) Sin embargo, para su implementacion se debe

verificar y evaluar en las condiciones de cada pais.

En esta investigacion se demuestra el valor diagndstico del Xpert® MTB/RIF para
la identificacion del CMTB en muestras de esputo. El porciento de deteccién del
Xpert® MTB/RIF (29,5%), en este estudio, fue mayor en comparacion con la tincion
de ZN (11,5%), con un incremento en mas de un 18%. Estos resultados son

superiores a lo que informa Ortiz Jiménez y colaboradores (cols.) en 2019, es un
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estudio de validacion del GeneXpert en Ecuador (en esputos mucopurulentos) que
obtuvo un 20,4% de positividad para el Xperty 6,9% para ZN. EncuantoalaSyE
del método molecular, los resultados de esta investigacion son similares (100% y
95,12%, en ese orden) a lo que notifica el mismo autor (99,8% y 93,2%, en ese
orden). Sin embargo, al comparar los resultados relacionados con el examen
directo con tincién de ZN, la S que se obtuvo en este estudio (46,67%) fue menor al
comparar a la que obtiene el autor en su investigacion (88,1%). (47) Estas
diferencias pudieran estar dadas al nimero y calidad de muestras investigadas,
también pueden influir otros aspectos como la presencia de inhibidores de la
amplificacion en la muestra, experticia del laboratorista, resultados falsos positivos
de la BK debido a la sensibilidad del método diagnéstico, ademas, se requiere un

adecuado manejo de la técnica de coloracion. (48)

La calidad de las muestras, es un aspecto es importante a tener en cuenta para
obtener un resultado Optimo por cualesquiera de las herramientas diagnosticas
utilizadas en la TB, por lo que la adecuada instruccién al paciente para la obtencion
de esputo, es importante para lograr una muestra de calidad y asi optimizar el
rendimiento diagnéstico, dado que las muestras de mala calidad pueden

proporcionar resultados falsos negativos. (48)

En la presente investigacion no se pudo calcular los ID en relacion a la deteccion
de resistencia a RIF, debido al poco nimero de aislados a los cuales se pudo
realizar la prueba de susceptibilidad en la seccion de resistencia, lo que fue una

limitacién del estudio. Las principales causas que influyeron fueron: el nimero
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escasos de colonias en el medio LJ (menos de 10) y aislados que se contaminaron
0 no crecieron después de preparar el in6culo necesario para montar la prueba. Sin
embargo, de las cepas donde se realizo las pruebas de susceptibilidad, de forma

general hubo buena correlacion con los resultados del Xpert® MTB/RIF.

Estudios de validacion del Xpert® MTB/RIF, en relacibn a la detecciéon de
resistencia, demuestran la buena correlacién entre la prueba molecular y los
meétodos fenotipicos, como Ortiz Jiménez y cols. (47) en 2019 (S: 91,4% y E:
95,5%). Otros estudios conducidos por Weyer y cols (50) en el 2013 y Boheme y

cols. (51) en 2011, informan una S elevada (94,1% y 96,8%, en ese orden).

Para la evaluacién de la precision diagnéstica del ensayo molecular Xpert®

MTB/RIF en muestras pulmonares y extrapulmonares se realizaron 2 estudios.

El primero, s6lo en muestras pulmonares en los principales grupos de riesgo de
mayor probabilidad de enfermar por TB. Del total de pacientes, el GV mas
estudiado fueron las PVV (62,2%), lo que concuerda con otros autores como
Khanal y colbs. (52) que en un estudio en Nepal detecta que el 77% de los casos
investigados pertenecen a este tipo de pacientes, y a lo que informa Scott y cols
(53) en Sudafrica, que de 311 personas el 70% corresponden a PVV. Esto pudiera
estar en correspondencia a que estos paises son de alta carga de TB y VIH, lo que
sugiere que el mayor nimero de muestras pudo pertenecer a este grupo de riesgo.
Ademas, en el momento que se llevd a cabo la investigacion el diagnéstico

molecular de TB en Cuba solo estaba disponible en el LNRI-TB-IPK, por lo que el
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mayor numero de pacientes, dentro de los GV estudiados, fueron procedentes del
Centro Hospitalario del IPK, centro de referencia nacional de atencion al paciente
VIH, que esta en la misma institucion, y de alguna manera estaban beneficiados

por la cercania al centro de diagnostico.

La TB es la enfermedad oportunista mas comun entre las PVV. El riesgo de un
individuo de desarrollar TB sin VIH varia entre el 5 y el 15% durante toda su vida,
sin embargo, en PVV, el riesgo varia de 5-15% en un afio a 50% durante toda su la

vida (54).

La coinfeccion de TB - VIH es uno de los mayores problemas de salud a nivel
mundial, amenazando los programas de control de ambas enfermedades. (55) (56)
Cerca de la mitad de las personas estimadas con coinfeccion TB/VIH, no se
diagnostican o se reportan. La temprana identificacion de los signos y sintomas de
la TB, seguida del inicio rapido del tratamiento en PVV, reduce la mortalidad por
esta enfermedad infecciosa, mejora la calidad vida y reduce la transmision de la

enfermedad en la comunidad. (55)

La TB muchas veces es dificil de detectar en las PVV, lo que trae como
consecuencia un retraso en el diagnostico. La TB y el VIH poseen un sinergismo
mortal. La infeccidn viral conduce a la declinacion de los linfocitos T CD4 que son
de crucial importancia en iniciar y mantener la respuesta inmune, por lo que
promueve la progresion de una infeccion por TB reciente o latente. Por su parte, la

TB acelera la evolucion de la enfermedad por VIH al aumentar la carga viral e
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incrementa la progresion al sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Al
incrementar el nimero de casos con coinfeccion TB/VIH, aumenta el riesgo de
transmision y la mortalidad por TB en la comunidad e incrementa la demanda al
sistema de salud, favoreciendo el desarrollo de las formas extrapulmonares y de

los pacientes con manifestaciones respiratorias BK negativa. (56) (57)

En muchos paises (de baja, mediana y alta carga de TB), la BK continda como la
prueba primaria en personas con signos y sintomas de la TB. Sin embargo, la BK
tiene una baja sensibilidad, en particular en PVV, los cuales tienen dificultad para
producir esputos o los producen con escasos bacilos (paucibacilares). Ademas,
esta técnica no distingue entre las especies, ni cepas sensibles de las resistentes.
La OMS recomienda la transicion para el reemplazo de la BK, como prueba inicial,

con pruebas moleculares rapidas, como el Xpert® MTB/RIF. (57) (58)

De las PVV en 9/21 se identific6 el CMTB por el Xpert® MTB/RIF (17,6%),
resultados inferiores a los de Pinyopornpanish y cols (59) en Tailandia, donde
29/109 pacientes estudiados la positividad fue de del 26,3% y a los que notifica
Mavenyengwa y cols (60) en Namibia, que 341/ 594 muestras investigadas,
pertenecieron a PVV, de ellos el 57,4% presento coinfecciéon VIH/TB. Estos
resultados pudieran estar relacionados a que Namibia y Tailandia son paises de
alta carga de TB y este Ultimo se encuentra entre las 14 regiones de mas elevada

tasa de incidencia de TB y coinfeccién TB / VIH. (1)

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 85



2024

En este estudio sélo se detectd un caso con resistencia a la RIF que correspondio
a una PVV. El VIH y la TB farmacorresistente pueden estar vinculadas, la infeccion
por el VIH o su tratamiento, producen una menor absorcion de los farmacos
antituberculosos o0 una resistencia adquirida a dichos medicamentos. Ademas,
tanto PVV como los portadores de TB farmacorresistente, pueden tener factores de
riesgo similares. También los pacientes infectados por el virus son mas

susceptibles a la infeccién por TB una vez expuestos. (58)

Los reclusos y exreclusos es otro grupo importante con alto riesgo de contraer TB.
En esta investigacion se estudiaron cinco casos que a la vez cumplian la condicién
de ser VIH positivos, por lo que primé la clasificacion de PVV, segun las normativas

del PNCETB. De ellos en dos se detect6 la enfermedad.

Sobre este grupo en particular existen escasos reportes. En cualquier pais las
personas privadas de libertad viven con frecuencia hacinadas en instalaciones con
insuficiente ventilacion e higiene. Estas condiciones son propicias para el desarrollo
de enfermedades infecciosas cronicas, incluyendo la TB y el VIH. (61) En este
particular se deben llevar intervenciones para disminuir el hacinamiento, aumentar
la pesquisa activa en los sintomaticos respiratorios y utilizar métodos rapidos de
diagndstico para para evitar la transmision y comenzar el tratamiento de forma

rapida y oportuna.

Tecnologias, como el sistema Xpert® MTB/RIF, es una oportunidad para

diagnosticar de forma rapida la TB. De forma adicional, el método molecular puede
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reducir potencialmente los costos asociados con visitas a clinicas, medicamentos,
radiografias de torax, asi como del tratamiento de las infecciones asociadas, con la
reduccion subsecuente de la morbilidad y la mortalidad, por lo que seria muy
apropiado su uso en paises de ingresos bajos y medios. Es importante sefialar que
los métodos convencionales no deben ser reemplazados totalmente pues provee el
perfil de resistencia no solo a RIF, sino también a otras drogas antituberculosas.

(62) (63)

En esta investigacion de los 21 casos de TB identificados por el Xpert® MTB/RIF
Ultra, en 15 (71,4%) se confirmé por el cultivo bacteriol6gico. Resultados inferiores
a lo que informa Agrawal y cols (49) en el 2016, que 11/21 (52,4%) muestras
pulmonares se confirman por el cultivo y o que notifica Boehme y cols (51) en un
estudio multicéntrico que abarca varios paises con alta prevalencia de de la
enfermedad en el 2011, que informa 933/1033 (90,3%) de los casos positivos por el

ensayo molecular.

Otro estudio conducido por Loannidis y cols (64) en Atenas, Grecia en el 2010, pais
de baja tasa de incidencia de TB (1), como Cuba, de 80 muestras pulmonares
estudiadas 31 fueron positivas al CMTB por el GeneXpert, y se confirmaron por

cultivo 29 (93,5%).

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en
inglés) recomienda el uso combinado de los medios sélidos y liquidos como prueba

de oro para el aislamiento primario de micobacterias. (36) (46) En el presente
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estudio no existieron diferencias significativas entre los métodos de cultivos
utilizados, lo que avala el uso combinado para asegurar la recuperacion del total de

aislados del complejo M. tuberculosis.

Con los resultados de este trabajo, en cuanto al porciento de deteccion, se
demuestra que el Xpert® MTB/RIF, es una herramienta superior para la deteccion
del CMTB en comparacion con la BK como prueba inicial, similar a lo que informan
varios autores, en diferentes estudios donde se evalla esta técnica, tanto en
muestras pulmonares como extrapulmonares. La prueba molecular tiene el valor
agregado de la deteccion simultdnea de los resultados de susceptibilidad a la RIF,
lo cual es una ventaja ya que se oferta los resultados en el mismo dia, esto permite
disminuir los tiempos de respuesta y en consecuencia mejorar la atencion y manejo

de los pacientes. (65)

En el primer estudio de evaluacion, la S del Xpert® MTB/RIF, en los pacientes BK
negativos, fue del 100%. Estos resultados son superiores a los que obtienen
algunos autores en 2011, que informan un rango de 72 - 77% de S. (66) (67) Para
los casos BK positivos la S también fue del 100%, similar a los que obtuvo Zeka y
cols. (68), en una investigacion en Turquia que se realiza en 253 muestras
pulmonares. Boehme y cols (51), en un estudio multicéntrico en el 2011 declara
valores de S que oscilan entre 96-100%, cifra que vari6 segun los paises

participantes (Sudéafrica, India, Perud, Azerbaijan, Uganda, y Filipinas).

La deteccion rapida de la TB y la TB resistencia a RIF, es esencial para el manejo
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de la enfermedad debido al alto riesgo de transmision de persona a persona, sobre
todo en paises de alta carga de TB y TB resistente. El estandar de oro para el
diagnostico definitivo de la TB es el cultivo bacteriologico, pero tiene el
inconveniente que es muy lento y demora de 2 a 3 semanas para obtener un
resultado. Para que sea positivo en medio sélido LJ se requieren de 10-100
bacilos/ml de muestra. El rendimiento del medio de cultivo liquido es 10% mas que
los medios solidos, agregado a ello que es un proceso laborioso. Por su parte la
BK, es rapida, sencilla y barata, pero su S es moderada; solo permite detectar

BAAR y no diferencia al CMTB de las MNT. (68) (69)

A pesar de la buena S y E para detectar resistencia a RIF descrita en varios
estudios de evaluacion de esta tecnologia, pueden aparecer discrepancias entre
los resultados fenotipicos y moleculares. Cuando esto sucede, solo es posible
resolver estas diferencias, ya sea la discordancia, confirmacion o descarte de una
TB RR, mediante los métodos de secuenciacion del gen rpoB. (48) Cuando la
prevalencia de la resistencia a la RIF es menor al dos por ciento en una poblacién,
una prueba positiva por el Xpert® MTB/RIF, tiene 50% de posibilidades de ser un
error de laboratorio. En la préactica, en los casos en que se detecta TB RR con la
prueba molecular, para garantizar que no se trata de un resultado falso positivo
debido a errores pre y post analiticos, se recomienda repetir el estudio en una
segunda muestra distinta del paciente. Esto es necesario, sobre todo, en aquellos
pacientes que no estan en grupos de riesgo de adquirir una cepa con resistencia a

RIF y en paises con baja prevalencia de TB RR, como Cuba. (48)
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En la segunda investigacién, se realiz6 un estudio retrospectivo en muestras
pulmonares y extrapulmonares en pacientes cubanos. La TB pulmonar es de gran
importancia por su frecuencia y constituye la principal fuente de contagio. Aunque
la forma extrapulmonar es menos frecuente, puede alcanzar 15% del total de
casos, siendo mayor en paises de alta incidencia y en poblacién infectada con VIH,
en la que puede llegar hasta 40%. (70) (71)

En este estudio, el Xpert® MTB/RIF, como sucedio en la investigacioén anterior, se
incremento la deteccion de casos en relacion a los resultados de la BK, tanto para
las muestras pulmonares como extrapulmonares, en 10 y 9,4%, en ese orden. En
relacién al cultivo, que es el método de referencia, la deteccién de casos con TB se
incrementd en aproximadamente 5% para los especimenes de origen respiratorio;

sin embargo, el aporte fue ligeramente mayor para las no respiratorias (6,2%).

Los resultados de este trabajo, en relacion al porciento de deteccién para muestras
pulmonares (20,3%) y extrapulmonares (11%), difiere de lo que notifican algunos
autores como Priyanka Y y cols (65) en 2024 en un estudio similar en la India, que
informa un porciento de positividad para muestras procedentes o no del arbol
respiratorio de 47,7% y 49,1% en ese orden. Estas diferencias pudieran estar en
correspondencia a que la India es un pais de alta prevalencia de TB y TB resistente
a farmacos, por lo que la incidencia de la enfermedad es mayor y la probabilidad de
encontrar casos se incrementa. Otro estudio que se realiza en Gurugram, por

Sharma M y cols (72), encuentra que el 15,5% donde se detecta el CMTB en
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muestras de esputo se realiza con el ensayo molecular.

El Xpert® MTB/RIF es una de las técnicas moleculares recomendada por la OMS
para el diagndstico de la TB como prueba inicial debido a que detecta de forma
simultdnea el CMTB vy la resistencia a RIF, en menos de dos horas, en diferentes
muestras basandose en su S, E, asi como simplicidad y rapidez de la técnica. (73)

(74)

En un meta-andlisis que realiza Gong X y cols sobre la eficacia del Xpert®
MTB/RIF para diagnosticar la TB, informa una S, para la TB pulmonar en muestras
de esputo del 95%, y del 94% en el caso de los contenidos gastricos, con una
elevada E. Para las muestras extrapulmonares demuestra también ser eficiente, y
varia de acuerdo al tipo de muestra, por lo que efectividad en gran medida depende
del tipo de espécimen que se analiza, por lo que una seleccion apropiada es

esencial para obtener un buen resultado. (75)

En PVV el ensayo molecular detecté 14,8% de los casos diagnosticados, y se
incrementd la deteccion del CMTB en 10% comparado con la BK. Diversos
estudios demuestran que la TB incrementa la multiplicacion del VIH y acelera la
supresion inmunologica (76). En estadios avanzados del VIH, la BK es
generalmente negativa lo que conduce a una demora en el diagnostico y
tratamiento de la enfermedad, incluso la muerte de los pacientes. Por otro lado, el
examen microscopico es menos sensible para el diagndstico de TB, sobre todo en

los pacientes con inmunosupresion grave. La baja sensibilidad del examen directo
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o BK, la presentacion atipica de la TB en estos pacientes, hacen necesaria la
bldsqueda de examenes mas sensibles de TB, como es el ensayo Xpert® MTB/RIF

(67).

A pesar de las ventajas de esta herramienta, solo detecta la resistencia a RIF y no
provee el perfil de resistencia a otras drogas antituberculosas, por lo que el cultivo
no puede ser reemplazado totalmente. (77) El Xpert® MTB/RIF permite detectar
ADN del CMTB, pero tiene la limitante que no diferencia bacilos vivos de muertos.
(78) En los casos con tratamiento previo y un resultado positivo de la prueba
molecular, puede suceder que la micobacteria estuviera no viable. Ademas, si la
concentracion bacilar es baja o muy baja, puede quedar por debajo del limite de
deteccion del cultivo, en cualquiera de las dos situaciones la micobacteria no crece

en el medio, y en consecuencia el resultado es negativo. (36)

El Xpert® MTB/RIF excepcionalmente se indica en pacientes AT, o durante el curso
del tratamiento, cuando no hay mejoria clinica o radiolégica y el médico de
asistencia tiene sospecha de resistencia a los medicamentos. Por lo que es
importante identificar si la muestra es de diagndstico o es un caso en seguimiento

del tratamiento para poder interpretar adecuadamente el resultado.

La Sy E del Xpert® MTB/RIF para la deteccion de TB en muestras pulmonares en
este estudio fue de 100% y 96,9%, en ese orden. Estos resultados son superiores a
lo que notifica Atehortia y cols. (79) en 2015, en un estudio realizado en Medellin,

Colombia, donde obtuvieron una S de 91% y una E en 92%. Otros estudios

Dra. Maria Rosarys Martinez Romero. MSc. Especialista de II Grado en Microbiologia. 92



2024

encuentran sensibilidades inferiores (82,3%) como Bajrami y cols (80) en Kosovo,

pero con una E similar a la encontrada en este trabajo (97,6%).

En este trabajo no se pudo calcular los ID para muestras extrapulmonares. Para
este tipo de espécimen la S y E del Xpert® MTB/RIF varia en dependencia del tipo
de muestra testada. Habous M y cols, en un estudio que realiza en Emiratos
Arabes Unidos en 2019, informa una S general para la prueba molecular de
82,69% y una E del 100%. Por tipo de muestra estudiada, segun la localizaciéon
anatémica, notifica para ganglios linfaticos y aspirados una S de 76,92%, 66,67%
en liquidos cefalorraquideos, 100% en lavados gastricos y secreciones de pus, en
orina 85,71% y 66,67% para otras muestras de tejidos. (81) Otros autores como Li

Y y cols, en 2017 informan una S de general 70,6 % con una E del 91,96 %. (82)

En el presente estudio, se logré un diagnostico rapido de TB extrapulmonar en
siete pacientes con el Xpert® MTB/RIF. El Unico caso donde se detecta resistencia

a RIF es un liquido pleural.

El diagnéstico de laboratorio en las localizaciones extrapulmonares constituye un
reto debido al hecho de que la obtencion de las muestras necesarias para su
estudio muchas veces requiere de métodos invasivos y es dificil obtener muestras
adicionales. Por otro lado, son muestras paucibacilares y en aquellas que se realiza
el examen directo, con frecuencia el resultado es negativo. (83) Hay muestras
donde no se recomienda realizar el examen directo, como biopsias de tejido y

secreciones, y estas dependen de los resultados cultivo para poder realizar el
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diagndstico de la enfermedad, en este particular esta novedosa herramienta seria
de gran utilidad, lo que conlleva a una mejor atencion al paciente, evitar

complicaciones graves y comenzar con el tratamiento de forma rapida.

Varios estudios informan una precision diagnostica del Xpert® MTB/RIF variable,
dependiendo de varias circunstancias. En muestras pulmonares informan una S
del 88% (IC: 84-92%; 22 estudios), como prueba de diagndéstico inicial como
reemplazo a la BK, con una E del 99% (IC: 98-99%). Como prueba complementaria
después de un resultado negativo de la BK (23 estudios con 7151 participantes) se
plantea una S de 68% (IC: 61-74%) con una E del 99% (IC: 98-99%). Para los
casos de TB con BK y cultivo positivo (23 estudios con 1952 participantes): la S de

este método molecular es del 98 % (IC: 97-99 %). (84)

En PVV la S de esta prueba molecular disminuye a 79 % (IC: 70-86%; 7 estudios
con 1789 participantes), para personas sin infeccion por este virus la S es superior,
con un 86% (IC: 76-92%; siete estudios con 1470 participantes). Para la deteccion
de resistencia a RIF, la S se incrementa a un 95% (IC: 90-97%; en 17 estudios,
555/2624 en total de especimenes) con una E del 98% (IC: 97-99%; en 24 estudios

con 2414 muestras estudiadas). (84)

Para las muestras extrapulmonares, comparado con el cultivo, la S del Xpert®
MTB/RIF varia en dependencia de la muestra utilizada para el estudio molecular.
Para muestras de tejidos se anuncia una S entre 81-85%, para liquidos

cefalorraquideos disminuye al 79,5% y para los liquidos pleurales es mucho menor
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con 43,7%. (84)

En este estudio, se detectaron por el ensayo molecular 166 casos de TB, que si se
compara con la BK como herramienta inicial para el diagnéstico (que solo
diagnosticé 77), se hubieran dejado de diagnosticar 89 casos. Por cultivo se
identificaron 126 pacientes, que se traduce en 40 casos menos que no se hubieran
dejado de diagnosticar por los métodos convencionales y podian mantener la
transmisibilidad de la enfermedad en la comunidad, afiadido a esto la demora de 3-
4 semanas del mismo para emitir un resultado. Es importante sefialar que el Xpert®
MTB/RIF aport6 12 casos resistentes a la RIF, una de las drogas que se utilizan en

la fase intensiva del tratamiento.

Para un mejor control, es de vital importancia la deteccion rapida de la TB, en el
caso particular de la TB resistente orienta hacia el diagnostico de TB-MDR, pre
XDR o XDR (aislados resistentes a drogas de segunda linea), las que requieren de
tratamientos muy diferentes: que son caros, demorados y poco tolerados por

algunos pacientes. (85)

La RIF es una de las drogas mas importantes en el tratamiento de la TB y
marcadora de TB MDR en paises de alta carga. Aunque este fenobmeno de la
resistencia es poco frecuente en Cuba, en el contexto actual, dado por el fuerte
intercambio de personal con paises con alta carga de TB resistente, mantener la
vigilancia de la resistencia, es de vital importancia para el PNCET y el sistema
nacional de salud. Ademas, conocer el patrén de susceptibilidad de la RIF, permite

en los casos de diagndstico inicial detectados con resistencia RIF, iniciar el
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tratamiento especifico, y en los pacientes con tratamiento previo, cambiar el
régimen de tratamiento a drogas de segunda linea, y de esta manera prever la

aparicion de aislados XDR.

Se estimd6 lo que aporto la prueba molecular al diagnoéstico de los casos de La
Habana estudiados en el IPK en el periodo de estudio. Esta provincia
histéricamente ha tenido la mayor incidencia de TB, comparado con el promedio
nacional y contribuye con 20-30% de la carga de TB del pais y notifica alrededor de
25% del total de los casos nuevos. En su condicion de capital, es la provincia de
mayor densidad poblacional e importancia econémica, donde se concentran los
principales focos generadores de la enfermedad y su comportamiento determina,
en buena medida, los resultados de la nacion. (86) La prueba molecular detectd 66

casos mas que la BK 'y 34 mas que el cultivo bacteriolégico.

5.2. Comprobacion del valor diagnéstico y rendimiento de la técnica de
microscopia de fluorescencia LED en esputos.

El diagnéstico de TB de la red de laboratorios de Cuba, se basa en la BK utilizando
la tincién de ZN y el cultivo bacterioldgico. Luego de la introduccion del GeneXpert
en el LNRI-TBLM-IPK en 2014, tecnologia recomendada por la OMS como prueba
inicial para el diagndstico, y pese a las ventajas reconocidas de esta metodologia,
como se ha descrito en este documento, no hay acceso a la mayoria de los
sintomaticos respiratorios con sospecha de TB. Debido a dificultades con los
recursos financieros sostenibles para adquirir cartuchos y mantenimiento de los

equipos, solo esté indicada en los principales GV en la mayoria de los paises de la
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region, incluyendo Cuba. De los casos notificados en Las Américas en 2020 (197
364), solo el 27% tuvo acceso al GeneXpert (18) y en Cuba de los 580 notificados
en el mismo afo, solo el 22% (87). Por lo que se hace necesario incorporar otras
técnicas, recomendadas OMS, para mejorar la deteccion de casos, como la MF

LED.

En 2011, la OMS recomienda a la MF LED para el diagndstico de la TB, asi como
la sustitucion de la MFC por esta técnica, en todos los centros de salud donde se
utiliza la fluorescencia convencional y a su vez indica que esta se introdujera de
forma gradual como una alternativa para la microscopia con tincién de ZN en todos

los laboratorios. (6) (88)

La MF LED tiene como potencial que mejora algunas de las desventajas de MFC y
la técnica convencional por tincién de ZN; utiliza adaptadores, como el ParalLens
QBC, pero su uso se limita en paises de bajos recursos por la falta de
infraestructura adecuada, capacitacion del personal del laboratorio, asi como la
falta de fondos. Sin embargo, esta técnica es potencialmente mas sensible y
menos laboriosa que la BK de ZN u otros métodos como el de Kinyoun para la
identificacion de BAAR. Tiene la ventaja de que los laboratoristas entrenados en el
uso de métodos convencionales con tincién fluorescente y microscopia de campo
oscuro, no tendrian dificultades para leer laminas con los ParalLens. Por otro lado,
se evitaria la compra de un segundo microscopio debido a que el adaptador

convierte un microscopio de luz brillante en uno de fluorescencia LED,
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disminuyendo los costos. (7) (89)

Los beneficios operativos de los microscopios LED son de gran interés para
laboratorios de paises escasos recursos econdmicos. Su uso puede mejorar
significativamente el flujo de trabajo y maximizar la utilizaciéon del espacio en el
laboratorio, ademas de los beneficios observados en los climas tropicales
relacionados con a la ausencia de climatizacion en espacios cerrados. Por otro
lado, el bajo precio de compra y costos por mantenimiento del equipo, mayor vida
atil del diodo y ausencia de componentes toxicos, son todos factores que influyen
para el posterior uso de esta herramienta en los laboratorios para mejorar calidad

del diagnéstico por BK. (42)

Al realizar la comprobacion de la MF LED, de forma general se incrementé la tasa
de deteccion de BAAR, lo que coincide con lo que plantea Goel Sy cols. (7) en un
estudio que se realiza en la India. Estos hallazgos acreditan a esta técnica, como
una herramienta para aumentar la S y tasa de deteccidén de casos con BK positiva.
Sin embargo, es importante tener en cuenta otros factores como: la formacion del
personal, una mejor capacidad de trabajo y una buena infraestructura del

laboratorio. (7)

En el caso particular de los frotis con escasos BAAR (paucibacilares), hubo un
aumento del porciento de deteccion con la MF LED, similar a lo que obtienen otros
autores. (7) (42) El acido micolico presente en la pared de las micobacterias tiene

la capacidad de absorber mejor la auramina O (colorante utilizado en MF LED) que
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el carbol fucsina (utilizado en la coloracion de ZN); lo cual facilita la coloracion de
un mayor numero e bacilos y facilita su rapida identificacion en la lamina; estos
atributos influyen en que la MF LED sea mas sensible que la BK convencional. (90)

(91)

La concordancia entre la MF LED y MFC (método de referencia para el diagnéstico
microscoépico) fue menor a lo que informa Kuhn y cols (90) en un estudio
multicéntrico, que utiliza el mismo adaptador ParaLens QBC, donde participan tres
paises (Bangladesh, Trinidad y Etiopia) y se compara estas dos técnicas. En ese
estudio se obtiene un 100% de concordancia, pero en esa investigacion se utiliza el
adaptador con el objetivo de 60x y se investigan 25 laminas, menor cantidad a la de
esta investigacion, con resultados conocidos del cultivo (5 laminas negativas y 20
frotis positivos con diferentes grados de positividad).

En cuanto a los ID, la S de la MF LED y MFC que se obtiene fue menor a lo que
notifica Marzouk y cols (88) en el 2013 que utiliza una metodologia similar y analiza
180 muestras positivas por el cultivo y el mismo nimero de muestras negativas. En
ese estudio se obtiene una S de 82,2% y 79,4% para MF LED y MFC, en ese
orden. Sin embargo, la E para las microscopias fluorescentes en la presente
investigacion fue similar al que obtuvo el mismo autor (97,2% para ambas
técnicas). También la S es inferior a lo notifica Imaz M y cols (6) en Argentina en
2017 que obtiene una S de 87,7%.

En el estudio donde se evalia el rendimiento de la MF LED, el porciento de

positividad con la técnica fluorescente (13,5%) y por la tincion de ZN (8,6%) fueron
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inferiores al que notifica N'Guessan y cols. en el Instituto Pasteur de Francia en el
2013, utilizando el adaptador ParaLens QBC. En esa investigacion dicho autor
informa una positividad para la MF LED vy tincion de ZN de 42% y 40%, en ese
orden. (92) Estas diferencias pudieran estar dadas Cuba es un pais de baja carga
de TB, ademas el autor para la investigacion utiliza 50 muestras, nimero menor al
gue se utiliza en este trabajo. También los resultados son inferiores a lo que
informa Van Deun y cols en el 2008 (93), en un estudio donde determina el
rendimiento de la MF LED en comparacion con la tincion de ZN en centros
hospitalarios de paises con medianos/bajos recursos, donde notifica un porciento
de positividad de 36,0 % para ZN y 38,6% para la tincion fluorescente, en ese
orden. Esto pudiera obedecer que se estudiaron un mayor nimero de muestras
clinicas e incluyen paises con mediana carga de TB, por lo que inferimos pudo

estar relacionada con la mayor positividad encontrada en ese estudio.

Es importante destacar que se identificaron diez casos por la MF LED que
resultaron negativos por la BK convencional (cinco de ellos en PVV) y seis casos
mas con frotis paucibacilares (cuatro de ellos en PVV). Esto resulta de gran utilidad
debido a que en estos casos hay que esperar los de los resultados del cultivo, que
demora entre 30 y 60 dias (94), para poder comenzar con el tratamiento. De estos
pacientes, en uno no hubo confirmacién bacteriolégica por el cultivo, pero se tratd
de un paciente en seguimiento del tratamiento, por lo que se infiere que la

micobacteria fue no viable y en consecuencia el cultivo fue negativo.

La S de la MF LED que se obtuvo en este estudio (81,82 %) fue superior a la de
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Gelalcha y cols en 2017, en un estudio conducido en un hospital de Etiopia (77,8
%). (95) Esto puede obedecer a que Etiopia es un pais de alta carga de TB/VIH, en
este grupo de riesgo la BK, suele ser negativa sobre todo en estadios avanzados
de la enfermedad. También pudo haber influido la metodologia utilizada, diferencias
en el procedimiento o tipo de adaptador utilizado. (96)

Varias investigaciones muestran que la MF LED tiene un 10 % més de S que la
coloracion de ZN. (97) Sin embargo, Chang y cols, en un meta analisis en 2014
obtiene para la MF LED una S agrupada del 66,9 %. Los autores muestran que la S
para esta herramienta varia de 40 a 83 %, mientras que la E tiene valores entre 82
y 100 %, lo que muestra un alto nivel de heterogeneidad entre los estudios

analizados. (98)

En este estudio, el area bajo la curva fue mayor para MF LED (con valores
cercanos a 1), comparada con la coloracion de ZN; lo que significa que existe un 89
% de probabilidad de que el diagndstico realizado a un enfermo de TB sea el mas
correcto que el de una persona sana escogida al azar, lo que sugiere que esta
técnica tiene mayor capacidad discriminativa para la deteccion de BAAR que la
coloracion de ZN convencional. (99) En la bibliografia consultada no se encontraron

estudios similares donde se analice la curva de ROC.

Esta técnica fluorescente, aunque no fue objetivo de este estudio, algunos autores
investigan su rendimiento en muestras extrapulmonares. Abdissa y cols (100) en el
2015 evalua la efectividad de esta técnica en 144 biopsias con aspiracion con aguja

fina, con sospecha de infeccién por micobacterias, y la comparé con la tincién de
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ZN (con el cultivo como método de referencia). Con la tecnologia LED se
incrementd el diagnostico en 33,3% de los casos y se obtuvo un porciento de
positividad de 34% comparado con la tincion de ZN (18,8%). Dado los limitados
estudios a nivel mundial sobre la utilidad de esta técnica en muestras
extrapulmonares, seria interesante evaluar en estudios posteriores la utilidad de

esta técnica en este tipo de muestras.

La MF LED tiene multiples ventajas sobre la tincion de ZN y MFC (que utiliza
lampara de vapor de mercurio). Los sistemas LED son relativamente econdmicos,
pueden funcionar con corriente o baterias y tienen una vida util efectiva de miles de
horas. Los menores costos de capital y mantenimiento de los sistemas basados en
LED, la observacién mas rapida de los frotis y una mayor S que con la tincién de
ZN, hace que sean potencialmente mas adecuados para los laboratorios con bajos

recursos economicos (101).
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VL. CONCLUSIONES

+ Se comprueba que el sistema molecular Xpert® MTB/RIF, asi como la
técnica de microscopia de fluorescencia LED, resultan confiables para el
diagndstico rapido de la tuberculosis, lo que impacta y fortalece el Programa

Nacional de Control y Eliminacion de la enfermedad en Cuba.

» Con la introduccion del sistema molecular Xpert® MTB/RIF se incrementa el
diagndstico rapido y oportuno de la tuberculosis pulmonar y extrapulmonar, lo
gue posibilita el manejo adecuado, inicio del tratamiento especifico, disminuye la

transmision y diseminacion de bacilos en la comunidad.

» La microscopia de fluorescencia LED tiene mayor rendimiento y es mas
eficiente para identificar frotis con escasos bacilos, lo que la avala como
alternativa a la tincion Zielh Neelsen, lo que permite optimizar el diagndstico
baciloscépico de la tuberculosis pulmonar en el Laboratorio Nacional de

Referencia del IPK.
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VIl. RECOMENDACIONES

* Determinar el rendimiento de la microscopia de fluorescencia LED en

muestras extrapulmonares de pacientes con sospecha de TB.

* Ampliar el diagnéstico molecular por Xpert® MTB/RIF a otros grupos de
riesgo de desarrollar tuberculosis definidos en el Programa Nacional de

Control y Eliminacion de la tuberculosis.

« Realizar nuevas investigaciones para evaluar la deteccién de la resistencia a
rifampicina mediante el Xpert® MTB/RIF utilizando un mayor un mayor
namero de aislados del Complejo Mycobacterium tuberculosis en el contexto

cubano.
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ANEXOS.
Anexo 1. Elaboracién de medio de cultivo Lowenstein Jensen.

Fundamento: Existen variedad de medios para cultivar a las micobacterias. Se
dividen en tres grupos principales: los medios preparados en base de huevos,
los medios de agar y los liquidos. El medio ideal para aislar a las micobacterias
debe cumplir con los requisitos siguientes: a) ser barato y facil de preparar
utilizando ingredientes facilmente accesibles; b) inhibir el crecimiento de
contaminantes; c) favorecer un desarrollo abundante de una pequefia cantidad
de bacilos; y d) permitir una diferenciacion preliminar de las colonias aisladas
sobre la base de su morfologia. Para el cultivo de las muestras de esputo el
medio mas adecuado es el preparado en base de huevo ya que cumple con

todos los requisitos sefialados.

Reactivos: Fosfato monopotasico (KH,PO,), Sulfato de Magnesio (MgSO4 x
7H,0), Citrato de magnesio, Asparagina, Glicerol, Piruvato de sodio y Agua

destilada.

Materiales: erlenmeyer de 500 ml y 1000 ml, probeta de 10 y 1000, irrigador de
500 ml y 1000 ml, tubos de 20x150 mm con tapa de rosca, gradilla, reloj

contador, gasa y papel, horno de tiro de aire forzado, incubadora.

Procedimientos

1. Primero se pesan los reactivos como se describe:
KH2P O i vt n et n e ane s 2449
MGSO4 X TH2O e e aa e 0,24 g

Citrato de magnesio.......c.oviiiii 0,69



ST 0= =T [ - TSP 3,69
2. Se adicion6 600 mL de agua destilada.

3. Se aplico calor y se agité hasta que se evidencid una disolucion total.
4. Se adicion6 12 ml de glicerol y se agit6 por varios segundos.

5. Se adicion6 0,4 g de verde malaquita y agité por varios segundos.

6. Se mezclé la solucién con 1000 ml de huevos frescos homogenizados. Se

agito y se dejo reposar durante 5 minutos.
7. Se distribuy6 con el irrigador 6,5 ml en tubos 20 x 150 mm.

8. Los tubos se colocaron con las tapas flojas y en plano inclinado dentro del

horno coagulador a una temperatura de 82 grados por una hora.

9. Se dejo enfriar de forma lenta dentro del horno, para evitar la formacién de

agua de condensacion.

10. Se sacaron luego del horno y se guardaron en refrigeracion a 4 grados

hasta su uso.



Anexo 2. Preparacion de los reactivos para la tincion fluorescente.
Auramina-O

Solucién 1 (Auramina O 1%)

Manipular la auramina con guantes. Es cancerigena y debe evitarse todo

contacto directo con el polvo o la soluciéon.

Auramina-O 109

Etanol 95° p.a 1000 ml

- Se disolvio el polvo de auramina-O en etanol y se dejo de un dia para

otro, a una temperatura entre 25y 30 °C.

- Se rotulé la botella con el nombre del reactivo y con las fechas de
preparacion y vencimiento. Esta solucion es estable por 12 meses guardada en

frasco color caramelo al abrigo de la luz.

Solucién 2
Cristales de fenol (*)......ccooviiiiiiii 30g
Agua destilada csp.......cooveiiiiiii 900ml

Se rotul6 la botella con el nombre del reactivo y con las fechas de preparacion

y vencimiento.
Solucién de trabajo: Auramina-O 0,1%

- En una botella color &mbar se colocaron 50 ml de solucién 1 y 450 ml de

la solucién 2.

- Se ajustod la tapa del frasco. Se mezclé bien y se dejé reposar de un dia

para otro.



Nota: La Auramina-O recientemente preparada tiene un color amarillo oro
intenso. Si el colorante resulta péalido, descartarlo. Rotular con el nombre del
reactivo y las fechas de preparacion y vencimiento. Almacenar a temperatura
ambiente, alejado del calor y protegido de la luz, no mas de un mes. Filtrar la
Auramina cuando se aplica sobre los extendidos durante el proceso de

coloracion.

Solucién decolorante

Acido clorhidrico P.a@..........cuoeeeiiieiiiiiieeeeii 5 ml

Etanol C.8.p..ovee i 1000 ml

Colorantes de contraste: solucion permanganato de potasio al 0,5%

Solucién de permanganato de potasio 0,5%

Permanganato de potasio............ccocoooiiiiiiiiiiiiinnnn. 59
Aguadestilada............ooiiiii 1000 ml

- Colocar el permanganato de potasio en el interior de un Erlenmeyer de 2

litros de capacidad conteniendo 500 ml agua destilada.
- Agitar hasta disolver.
- Agregar los restantes 500 ml de agua y agitar.

- Guardar en una botella color ambar bien tapada. Rotular con el nombre y
las fechas de reparacion y vencimiento. Almacenar a temperatura ambiente no
mas de 12 meses.

La solucion debe ser color purpura. Si se transforma en rojiza significa que el

permanganato se ha oxidado, y la solucion debe ser descartada.



Control de Calidad de la Auramina




Anexo 3. Aval de la Comision Cientifica Especializada de Microbiologia




Anexo 4. Aval de la Comisién de Etica del IPK

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION )
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

PROTOCOLO DE INVESTIGACION CEI-IPK 16-20

“Fortalecimiento de las capacidades investigativas, los conocimientos y
las acciones para acelerar el progreso hacia la eliminacion de la
tuberculosis en Cuba”

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Lic. Alina Martinez Rodriguez
Después de realizada la valoracion y anélisis correspondiente al presente documento por
los integrantes del Comité de Etica de la institucion, siguiendo las guias internacionales

de trabajo de estas comisiones de la Organizacion Mundial de la Salud, emitimos el
siguiente:

DICTAMEN

1. El documento presentado se ajusta a los principios establecidos por la Declaracion
de Helsinki asi como a las normas y criterios éticos establecidos en los cddigos
nacionales de ética y regulaciones legales vigentes en Cuba.

2. En el protocolo aparecen reflejados de forma clara los aspectos éticos que se ajustan
al tipo de investigacion propuesta.

3. APROBADO SIN MODIFICACIONES, el documento presentado.

Dado, en el IPK, La Habana, a los 3 dias del mes de abril de 2020



COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

CERTIFICACION DE SEGURIDAD

El que firma certifica que todas las actividades de investigacion de esta solicitud, que
involucra humanos, fueron examinados y aprobadas por el Comité de Etica del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, que se reunio en:

La Habana, Instituto Pedro Kouri, 3 dias del mes de abril de 2020

(lugar y fecha)

El Comité de Etica estuvo formado por los siguientes miembros:

Nombre y Apellidos

Profesion

Cargo actual/
institucion

DrCs Eric Martinez Torres (Presidente)

Médico (Pediatra)

Invest. Titular/IPK

DrCs. Pedro Méas Bermejo (Vicepresidente)

Medico (Epidemitlogo)

Invest. Titular/IPK

DrC. Daniel Gonzélez Rubio (Vicepresidente)

Médico (Infect6logo)

Invest. Titular/IPK

DrC. lliana VValdés Hernandez

Lic. Microbiologia

Invest. Titular/IPK

DrC. Maria C. Montalvo Villalba (Miembro)

Médico (Inmundloga)

Invest. Tiular/IPK

Presidente del Comité de Etica Institucional

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”




COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION i
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL "PEDRO KOURI"

ANEXO 2
DECLARACION DE AUSENCIA DE CONFLICTO DE INTERESES

Los abajo firmantes, miembros del CEI-IPK, que hemos revisado el protocolo de
Investigacion y demas documentos relacionados con el Proyecto: “Fortalecimiento
de las capacidades investigativas, los conocimientos y las acciones para
acelerar el progreso hacia la eliminacion de la tuberculosis en Cuba”
(CEI-IPK 16-20), DECLARAMOS:

No tener conflicto de intereses que impidan o comprometan la revision objetiva de los
mismos.

La Habana, 3 de abril de 2020



Anexo 5. Avales

a) Publicaciones

1. Martinez Romero MR, Secretario Chilemo T, Lemus Molina D, Mederos

Cuervo LM, Sardifias Aragbn M, Garcia Leén G, Echemendia Font M, Diaz
Rodriguez R. Evaluacion del Xpert MTB RIF para el diagnéstico de tuberculosis
y deteccion de resistencia a rifampicina en grupos vulnerables. Neumol Cir
Torax. 2019; 78 (3): 284-9. dx.doi.org/10.35366/NT193D.

2. Martinez Romero MR, Pedrera Pozo N, Garcia Ledn GC, Sardinas

Aragbn M, Mederos Cuervo LM, Diaz Rodriguez R. Validacion de la
microscopia de fluorescencia LED para el diagnéstico de tuberculosis en Cuba.

Rev CENIC Cienc Biol 2021; 52(2): 259-66.

3. Martinez Romero MR, Pedrera Pozo N, Garcia Leon G, Sardifias Aragon
M, Mederos Cuervo LM, Diaz Rodriguez R. Evaluacion de la microscopia de
fluorescencia LED en Laboratorio Nacional de Referencia de tuberculosis de
Cuba. Rev cubana Med Trop 2024;76: €980. Publicacién continua

Otras publicaciones relacionadas con el tema:

1. Martinez MR, Sardifias M, Garcia G, Mederos LM, Lemus D,

Echemendia M. Impacto del Xpert MTB RIF para el diagnéstico de la
tuberculosis en Cuba. Cuba Salud 2018. Disponible en:

http://www.convencionsalud2018.sld.cu/index.php/connvencionsalud/2018/pape

riview/251/965



http://www.convencionsalud2018.sld.cu/index.php/connvencionsalud/2018/paper/view/251/965
http://www.convencionsalud2018.sld.cu/index.php/connvencionsalud/2018/paper/view/251/965

2. Mederos LM, Martinez MR, Sardifias M, Garcia G, Pereira EG Gross,
Diaz R. Aplicabilidad de la herramienta molecular GeneXpert MTB/RIF en el

diagndstico de la Tuberculosis. CENIC Cienc Biol 2020; 51 (3):173-180.

b) Presentada en varios eventos nacionales (12) e internacionales (8)

1. Congreso 80 Aniversario del IPK. IX Congreso Cubano de Microbiologia y
Parasitologia. - Cartel: "Desempefio del Xpert® MTB/RIF para el diagndstico de
la tuberculosis pulmonar y la deteccion de la resistencia a la Rifampicina en
grupos vulnerables”. Palacio de las convenciones. Fecha: 4-8/12/2017. Autor
principal y la ponencia oral: "Impacto del Xpert MTB RIF para el diagndstico de
la TB en Cuba".

2. Convencion Internacional Calixto Garcia 2017. Cartel: "Desempefio del test

molecular Xpert® MTB/RIF para el diagnostico de TB en Cuba ". Fecha:
23/1/2017. Autor principal.

3. lll Convencion Internacional de Salud Publica. Cuba Salud 2018. Cartel:
“Impacto del Xpert® MTB/RIF para el diagnéstico de la TB en Cuba". Fecha:
27/4/2018. Autor principal.

4. 12° Congreso de la Asociacién Latinoamericana del Térax (ALAT). Cartel
digital. "Introduccién del Xpert MTB RIF para el diagnéstico de tuberculosis en
Cuba". Panama. Fecha: 03-06/07/2019. (Autor principal).

5. 15° Congreso Internacional ALAT 2022. Cartel digital. "Evaluacion de la
microscopia de fluorescencia LED para el diagnéstico de tuberculosis en

personas viviendo con VIH/sida". Peru. Fecha: 20-23/julio/ 2022. (Autor

principal). Cartel digital: "Importancia de diagnostico molecular del Xpert MTB



RIF en personas viviendo con VIH sida en muestras de esputo en Cuba".
Colectivo de autores.

6. IV Convencion Internacional de Salud Publica. Cuba Salud 2022.
Presentacion oral: "Evaluacion de la microscopia de fluorescencia LED para el
diagnostico de tuberculosis en personas viviendo con VIH/sida". Fecha: 17-
21/10/2022. Autor principal. Cartel virtual: "Diagnostico rapido de tuberculosis
utilizando Xpert/MTB RIF en los grupos vulnerables después de la pandemia de
covid-19 en muestras de esputo en el IPK". Colectivo de autores.

7. FLAP 2022. Evento virtual. Fecha: 1-4/11/2022. Simposio: Sostenibilidad
para la Eliminacion Local de La Tuberculosis. Titulo: "Diagnostico rapido de TB
por Xpert MTB/RIF en Cuba". Martinez Romero MR. Poster digital: "Evaluacion
de la microscopia de fluorescencia LED para el diagnéstico baciloscépico de la
tuberculosis en Cuba". Autor principal.

8. 16 Congreso de la ALAT 2023. Evento virtual. Cartel digital. "Diagndstico
rapido de tuberculosis extrapulmonar en personas inmunodeprimidas utilizando
la técnica del Xpert MTB RIF ". Fecha: 10-13/07/2023.

9. Férum Ciencia y Técnica 2017 (municipal, provincial y nacional). Titulo:
“Impacto del XPERT MTB/RIF para el diagnéstico de la tuberculosis y la
deteccion de resistencia a la rifampicina”. Autor principal.

10. Taller “Determinacion social, salud pulmonar y eliminacion de la
Tuberculosis: aportar soluciones”. Panel: “Avances tecnoldgicos del diagndstico
bacteriolégico de la TB. Ponencia: “Resultados de la microscopia LED, cultivo

liquido y Xpert MTB-RIF”. Martinez MR. (oral). IPK. 21-23/03/2019.



11. XXIl Jornada Cientifica de Médicos Residentes, V Jornada de egresados,
Jornada de Maestrantes y doctorantes. IPK, La Habana, Cuba. Presentaciéon
oral. Titulo: “Utilidad de la Microscopia LED en el Diagnéstico de Micobacterias.
Laboratorio Nacional de referencia e investigaciones de Tuberculosis, Lepra y
Micobacterias. 2017-2018”. Fecha: 30/04/2018. Autores: Pedrera N. Tutores:
Martinez MR, Diaz R.

12. | Taller Nacional de Eliminacion de la Tuberculosis. Actualizacion del
Laboratorio. Ponencia: “Impacto de la Microscopia de fluorescencia LED en el
diagnostico de TB. Experiencia en Cuba “. Fecha: 8-12/10/2018.

13. 1l Jornada de posgrado, IPK. Titulo: “Evaluacién de la microscopia de
fluorescencia LED en el diagnostico de Micobacterias en Cuba, febrero — julio
2018”. Fecha: 16/05/2019. Autores: Pedrera N. Tutores: Martinez MR, Diaz R.
14. IlIl Jornada de posgrado de la Universidad de Ciencias Médicas de La
Habana. 2019. Titulo: “Evaluacién de la microscopia de fluorescencia LED en
el diagnostico de Micobacterias en Cuba. Enero - Julio 2018 “. Fecha:
15/06/2019. Autor: Dra. Nancy Pedrera Pozo. Tutores: Martinez MR, Diaz R.
15. Jornada de Resultado Relevante Institucional. IPK. 2019. Titulo: “Impacto
de la implementacion de métodos moleculares para el diagndstico rapido de
micobacterias”. Autor principal. Fecha 3-23/10/2019.

16. Férum de Ciencia y Técnica. 2019 (IPK, municipal, provincial). Titulo:
“Evaluacion de la microscopia de fluorescencia LED para el diagnostico de
micobacterias en el Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis de

Cuba”. Autor principal.



17. Premio Anual de Salud 2019. Instancia Central y Nacional (2019).
Categoria: Investigacion Aplicada. Titulo: “Impacto del XPERT MTB/RIF para el
diagnéstico de la tuberculosis en Cuba, 2014-2017".

18. Jornada de Resultado Relevante Institucional. IPK. 2021. Titulo:
“Microscopia de fluorescencia LED como técnica alternativa de diagndstico en
el marco de la Estrategia Fin a la tuberculosis en Cuba”. Autor principal. Fecha
3-4/11/2021.

19. Premio Anual de Salud 2022. Instancia Central y Nacional (2022).
Categoria: Investigaciéon Aplicada. Titulo: “Microscopia de fluorescencia LED
como técnica alternativa de diagnostico en el marco de la Estrategia Fin a la
tuberculosis en Cuba”.

20. Férum de Ciencia y Técnica 2022 (IPK, municipal). Titulo: “Microscopia de
fluorescencia LED como técnica alternativa de diagnostico en el marco de la

Estrategia Fin a la tuberculosis en Cuba”. Autor principal.

c) Premios

1. Premio de la Especialidad en la Il Jornada de posgrado, IPK. Titulo:
“Evaluacion de la microscopia de fluorescencia LED en el diagndstico de
Micobacterias en Cuba, febrero — julio 2018”. Autores: Pedrera N. Tutores:

Martinez MR, Diaz R. Fecha: 16/05/2019.

2. Resultado Relevante institucional. IPK. Titulo: "Impacto de la implementacion
de métodos moleculares para el diagnéstico rapido de micobacterias ". Fecha:

23/10/2019. Autor principal



3. Resultado Relevante en el Forum de Ciencia y Técnica. IPK y municipal
2019. Titulo: “Evaluacién de la microscopia de fluorescencia LED para el
diagnostico de micobacterias en el Laboratorio Nacional de Referencia de

Tuberculosis de Cuba”. Autor principal.

4. Mencion en el Forum de Ciencia y Técnica. Nivel Provincial. Titulo:
“Evaluacion de la microscopia de fluorescencia LED para el diagnostico de
micobacterias en el Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis de

Cuba”. Autor principal. Fecha: 20/12/2019.

5. Resultado Relevante institucional IPK. Titulo: “Microscopia de fluorescencia
LED como técnica alternativa de diagnostico en el marco de la Estrategia Fin a

la tuberculosis en Cuba “. Fecha: 4/11/2021. Autor principal.

6. Resultado relevante Forum de Ciencia y Técnica Institucional, IPK. Titulo:
"Microscopia de fluorescencia LED como técnica alternativa de diagnéstico en
el marco de la Estrategia Fin a la tuberculosis en Cuba". Fecha: 14/06/2022.

Autor principal.

7. Premio Anual de la Salud a instancia Central y Nacional 2022. Categoria de
Investigacion Aplicada. Titulo: "Microscopia de fluorescencia LED como técnica
alternativa de diagndstico en el marco de la Estrategia Fin a la tuberculosis en

Cuba". Autor principal.

8. Premio en la categoria de Tuberculosis en el 15° Congreso ALAT 2022.
Titulo: "Evaluacién de la microscopia de fluorescencia LED para el diagnostico

de tuberculosis en personas viviendo con VIH/sida". Fecha: 20-23/07/2022.



d) Salidas de tesis de:

1. Tesis para optar por el titulo de Especialista de 1er Grado en Microbiologia:

- “Evaluacion de la microscopia de fluorescencia LED en el diagnostico de
Micobacterias en Cuba, febrero — julio 2018”. Autor: Pedrera N. Defendida:

7/12/2018.

- “Utilidad de la microscopia de fluorescencia LED para el diagnodstico de la
tuberculosis en el Hospital Benéfico Juridico “. Enero-Junio/ 2023 “. Autor: Dra.

Mariadna Alfonso Méndez. Defendida: 30/11/ 2023.

2. Tesis para optar por el titulo de Master en Bacteriologia Micologia:

- “Impacto del Xpert MTB/ RIF para el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar y
deteccién de la resistencia a la Rifampicina en grupos vulnerables. Mayo —

octubre 2016“. Autor: Lic. Tunyth Secretario Chilemo. Defendida: 20/10/2017.

- “Rendimiento de la microscopia de fluorescencia LED para el diagndstico de
Tuberculosis en personas viviendo con VIH/sida. IPK. Abril 2019-febrero 2020”.

Autores: Pedrera N. Defendida: 28/03/2022.

e) Forman parte de tareas de proyectos de investigacion:

- “Fortalecimiento de las capacidades investigativas, los conocimientos y las
acciones para acelerar el progreso hacia la eliminacion de la tuberculosis en
Cuba”. Cdédigo: 03.04.40.17. Coordinador: Lic. Alina Martinez. Financiacion:
Instituto de Medicina Tropical (IMT), Bélgica. Tarea “Mejorar y acelerar el
diagnéstico de la TB en La Habana mediante la microscopia de fluorescencia

LED (MF-LED) y Xpert MTB/RIF”. Internacional



- “Enfermedades emergentes, reemergentes y con potencial pandémico:
Nuevos abordajes para el diagnostico, la prevencion y el control. Tarea 1.2.
Plataforma técnica: fortalecer el diagnostico y la vigilancia molecular de las
enfermedades infecciosas. Objetivos: 1.2.1. Avanzar y consolidar la capacidad
diagnéstica para arbovirus, tuberculosis, Infecciones de transmision sexual y la

resistencia antimicrobianay 1.2.1.1. Tuberculosis. Internacional

- “Fortalecimiento de las capacidades investigativas, los conocimientos y las
acciones para acelerar el progreso hacia la eliminacion de la tuberculosis en
Cuba “. Financiacion: Minsap. Objetivo 4: Mejorar y acelerar el diagnéstico de
la TB en La Habana mediante la microscopia de fluorescencia LED y Xpert

MTB/RIF. Sectorial



