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INTRODUCCION

La presente investigacion esta referida a la frecuencia del diagnéstico de tuberculosis
pulmonar a través de pruebas moleculares con el equipo GENE-XPERT MTB/RIF en
pacientes sintométicos respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el
ano 2014.

La investigacion tiene el propésito de dar a conocer la importancia del uso de
equipos automatizados para el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar, basados en
la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, la cual multiplica una regién
determinada del ADN del Mycobacterium tuberculosis y a la vez identifica cepas
sensibles o resistentes a rifampicina.

Diagnosticar rapidamente la tuberculosis pulmonar es de mucha importancia ya que
representa uno de los problemas de salud publica en el mundo, afectando
principalmente a paises en vias de desarrollo. Multiples factores como la pobreza, la
inmunosupresion causada por el virus de la inmunodeficiencia humana y la aparicion
de cepas resistentes a una amplia variedad de antibidticos contribuyen a que la
enfermedad persista en la poblacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa asociada a factores entre los
cuales se pueden mencionar la crisis econémica mundial, descuido en programas de
prevencion y el hacinamiento en la poblacion privada de libertad, constituyendo un
gran problema de salud en El Salvador.

A lo anterior mencionado se le suma la inmunosupresién causada por el virus de
inmunodeficiencia humana, hecho que ha agravado la problematica de la
tuberculosis, dificultando ain mas su control.

La tuberculosis es una enfermedad que afecta principalmente las vias respiratorias,
pero también puede propagarse a otras partes del cuerpo. Es causada por
Mycobacterium tuberculosis, el bacilo es considerado acido-alcohol resistente por
presentar resistencia a la decoloracion con alcohol acido clorhidrico al 3% en la
tincion de Ziehl-Neelsen.

El diagnostico se inicia con un estudio bacteriolégico a través del examen
microscopico del esputo (baciloscopia) el cual es de mucha importancia ya que
detecta la presencia del bacilo &cido-alcohol resistente.

En el hospital Nacional Rosales el diagnostico inicial de la tuberculosis pulmonar, se
hace principalmente por baciloscopia, si la baciloscopia es positiva se remite al
paciente, al establecimiento de salud mas cercano a su lugar de residencia, para
recibir el tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES) ayudando a la
recuperacion y evitando asi su posible transmision.

En caso de sospecha de tuberculosis pulmonar en los que se necesita dar un
tratamiento inmediato se procede a métodos automatizados los cuales permiten un
diagndstico rapido y especifico.

Uno de estos métodos automatizados recomendados para el diagnostico especifico
de tuberculosis es realizado con el equipo GENE-XPERT MTB/RIF, que se basa en
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, la cual consiste en
reproducir multiples copias de una region de ADN del Mycobacterium tuberculosis al
usar una enzima de replicacién de ADN (ADN polimerasa).

La eficiencia, de este método molecular permite que sea aplicado en diversos
estudios que hacen parte de la investigacion biolégica basica, incluyendo el
diagnéstico de enfermedades como la tuberculosis.



De alli, la inquietud de realizar un estudio, con relacion a la frecuencia del
diagnéstico de la tuberculosis pulmonar por medio de pruebas moleculares con el
equipo GENE-XPERT MTB/RIF en los pacientes sintomaticos respiratorios atendidos
en el Hospital Nacional Rosales en el afio 2014.

La investigacion pretende responder las siguientes interrogantes:

¢, Cual es la frecuencia de casos positivos a tuberculosis pulmonar, causados por
cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes o sensibles a rifampicina,
detectados por el equipo GENE-XPERT MTB/RIF en los pacientes atendidos en el
Hospital Nacional Rosales en el afio 20147

¢,Cual es la frecuencia de casos positivos a tuberculosis pulmonar diagnosticados
con el equipo GENE-XPERT MTB/RIF segun sexo en los pacientes atendidos en el
Hospital Nacional Rosales en el afio 20147

¢,Cual es la frecuencia de casos positivos a tuberculosis pulmonar diagnosticados
con los equipos GENE-XPERT MTB/RIF segun muestras de esputo y lavado
bronquial en los pacientes sintomaticos respiratorios atendidos en el Hospital
Nacional Rosales en el afio 20147



JUSTIFICACION

Este proyecto de investigacion se realizd con el fin de dar a conocer la frecuencia
con la cual se diagnostica la tuberculosis pulmonar, a través del método molecular
utilizado por el equipo GENE-XPERT MTB/ RIF en los pacientes sintomaticos
respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el afio 2014.

La importancia de realizar esta investigacion, es porque no se tiene informacion
actualizada sobre la frecuencia de los resultados de dicha prueba en el Hospital
Nacional Rosales.

Es fundamental hacer investigaciones de este tipo para adquirir conocimientos sobre
estos métodos automatizados y a la vez, lograr obtener datos acerca de la
frecuencia de casos de tuberculosis pulmonar diagnosticados a traves de métodos
moleculares empleados por el equipo GENE-XPERT MTB/RIF en pacientes
sintométicos respiratorios del Hospital Nacional Rosales.



OBJETIVOS

GENERAL

Conocer la frecuencia del diagnéstico de tuberculosis pulmonar causada por
cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes o sensibles a rifampicina,
segun el sexo y tipo de muestra procesada por medio del método molecular
utilizado por el equipo GENE-XPERT MTB/RIF, en los pacientes sintomaticos
respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el afio 2014.

ESPECIFICOS

Conocer la frecuencia de tuberculosis pulmonar causada por cepas de
Mycobacterium tuberculosis, resistentes o0 sensibles a rifampicina
diagnosticados con el equipo GEN-XPERT MTB/RIF en los pacientes
sintomaticos respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el afio
2014.

Establecer la frecuencia de casos positivos a tuberculosis pulmonar,
diagnosticados con el equipo GENE-XPERT/MTB RIF segun sexo, en los
pacientes sintomaticos respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales
en el afio 2014.

Conocer la frecuencia de casos positivos a tuberculosis pulmonar
diagnosticados con el equipo GEN-XPERT MTB/RIF en muestras de esputo y
lavado bronquial, en los pacientes sintomaticos respiratorios atendidos en el
Hospital Nacional Rosales en el afio 2014.



MARCO TEORICO

La tuberculosis es una enfermedad antigua que se ha reconocido en esqueletos
procedentes de la edad de piedra y en los huesos de algunas de las primeras
momias egipcias. Aunque la naturaleza infecciosa de la tuberculosis fue
establecida por Villemin, alrededor de 1865, la indole de cambiar continuamente
sus manifestaciones clinicas retardé la comprension de la enfermedad hasta que

Robert Koch descubrié el agente causal en 1882.
Definicion de tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, transmisible, usualmente crénica, de
presentacion clinica variable, producida por Mycobacterium tuberculosis o bacilo de
Koch.

Caracteristicas generales de las micobacterias

Es un grupo de varias especies que conforman a la familia Mycobacteriaceae que se
caracterizan por contener acidos micélicos en su pared, son bacterias
aerbbicas estrictas de contorno cilindricos que no forman esporas. Algunas de
ellas son patdgenas para el hombre otras son oportunistas ya que solamente en
circunstancias en las que se encuentra comprometido el sistema inmune producen
enfermedad. La mayoria de las especies son de crecimiento lento, se necesitan
semanas de incubacion para observar las colonias, otras son de crecimiento rapido

formando colonias en unos cuantos dias.

La especie de mayor importancia clinica es Mycobacterium tuberculosis la cual es
un bacilo delgado, recto o ligeramente curvo y con extremos redondeados. Los
microorganismos poseen un ancho que varia entre 0.3-0.6 micras y un largo de 1-
10 micras, la tinciébn de &cido alcohol resistencia de Zielh-Neelsen es util para la
coloracion de estos microorganismos obtenidos de cultivo o material  clinico
(esputo), con esta tincion los bacilos aparecen como bastones de color rojo brillante
contra un fondo azul. (DE LATINI, 2008, 28)



Caracteristicas estructurales de  Mycobacterium tuberculosis

Desde el punto de vista quimico la pared es muy compleja y diferente de la de
otros microorganismos grampositivos y gramnegativos. Contiene abundantes
macromoléculas lipofilas complejas muchas de las cuales son propias de este
microorganismo y muy activas desde el punto de vista microbiologico.

Lipidos

Mycobacterium tuberculosis cuenta con varios lipidos, incluyendo acidos micdlicos,
ceras y fosfatidos. En su pared celular los lipidos en gran medida estan unidos a
proteinas y polisacaridos. Los lipidos son responsables de alrededor del 60% del
peso seco de la pared y le confieren propiedades que permiten que el

microorganismo resista condiciones ambientales adversas. (JAWETZ, 2011, 289).
Proteinas

Las proteinas constituyen antigenos importantes a nivel biolégico ya que estimulan la

respuesta inmunitaria celular del paciente frente a la infeccion.

Se usan preparaciones parcialmente purificadas de estos derivados proteicos como
pruebas de reactividad cutanea para determinar la exposicion a Mycobacterium
tuberculosis (MURRAY, 2006).

Polisacéaridos

Contiene diversos polisacaridos aunque no se ha demostrado su participacion en la
patogenia de la enfermedad, inducen el tipo de hipersensibilidad inmediata y
pueden actuar como antigenos en reacciones con sueros de personas infectadas
(JAWETZ, 2011,292).



Caracteristicas genéticas de Mycobacterium tuberculosis

Su ADN esta compuesto de 4 millones de pares de bases y contiene 3959 genes, de
los cuales se ha caracterizado la funcion del 40% de ellos. Alrededor de 200 de estos
genes estan involucrados en la codificacion de enzimas relacionadas con el

metabolismo de acidos grasos.

La secuencia genomica completa de Mycobacterium tuberculosis fue descrita por
Cole y Cols en la cepa H37Rv, suceso que proporcioné una nueva direccién a las
diversas técnicas de ADN, en la deteccion e identificacion de micobacterias y en la
identificacion molecular de resistencia.

Patogenia

La interaccion de Mycobacterium tuberculosis con el hospedador humano
comienza cuando las gotitas infecciosas de los pacientes contagiados son
inhaladas por alguna persona. La mayor parte de los bacilos quedan atrapados en
las vias respiratorias superiores y son expulsados por el barrido ciliar de las
células de la mucosa, pero una parte de ellos por lo general menos del 10% llega
hasta los alvéolos. Las micobacterias comienzan a multiplicarse dentro de los
macrofagos y algunos de ellos terminan por tener una mayor capacidad de destruir al

microorganismo, en tanto que otros pueden ser destruidos por él.

Después de uno a dos meses de la exposicidn aparecen en los pulmones las

lesiones propias de la enfermedad.

Mycobacterium tuberculosis no produce exotoxinas ni endotoxinas, ninguna
estructura aislada, antigeno o mecanismo puede explicar la virulencia del

microorganismo.

Asi mismo no existe una prueba simple in vitro basada en la morfologia de la
colonia o en diferencias serolégicas que permitan distinguir un bacilo tuberculoso
virulento de su variante avirulenta; sin embargo, habitualmente cierto nimero de

propiedades se asocian con la capacidad de las cepas Vvirulentas de
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Mycobacterium tuberculosis para producir una enfermedad progresiva.
Determinantes de la patogenicidad
Factor cordon

Existe una alta correlacidon entre la virulencia de la cepa de bacilos tuberculosos y su
aspecto morfolégico en el cultivo, donde adoptan la forma de cordones
serpenteantes, constituidos por los bacilos que se disponen de manera paralela y
compacta. Las formas atenuadas y a virulentas se desarrollan siguiendo un patron
aleatorio en cumulos amontonados en forma de penachos, sin esta orientacion
caracteristica. El factor cordén ataca membranas de las mitocondrias, produciendo

lesion funcional a la respiracion y fosforilacion oxidativa.
Sulfatidos

Los sulfatidos son glicolipidos localizados de forma periférica responsables de la
reactividad al rojo neutro asociada a cepas virulentas de Mycobacterium
tuberculosis. Los sulfatidos son fagocitados con rapidez y eficiencia por los
macrofagos en cultivo y desde el interior del lisosoma secundario, inhiben la fusion
de estos organoides con los fagosomas, por ende dado que Mycobacterium
tuberculosis es un microorganismo intracelular, puede promover su propia
supervivencia dentro del hospedero actuando desde el interior de los fagosomas
para prevenir la formacion de los fagolisosomas, con lo que evita su exposicion a
las hidrolasas lisosémicas. (JOKLIL, 1994, 698)

Manifestaciones clinicas

La tuberculosis puede dividirse, en pulmonar, extra pulmonar o ambas. Antes de
gue se conociera la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
alrededor del 80% de todos los casos de tuberculosis se localizaban en los
pulmones. Sin embargo hasta dos tercios de los pacientes infectados por el VIH y

gue enferman de tuberculosis pueden padecer una enfermedad tuberculosa
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pulmonar y extra pulmonar o solo extra pulmonar. La tuberculosis pulmonar puede

ser primaria o secundaria.

Tuberculosis primaria: Es la que aparece consecutivamente a la infeccién inicial
por el bacilo tuberculoso. En &reas con altas tasas de transmisioén de tuberculosis,
esta forma de enfermedad a menudo se observa en nifios.

Como la mayor parte del aire aspirado se distribuye en las zonas medias e inferior de
los pulmones, estas éareas pulmonares a menudo se afectan con tuberculosis
primaria. En la mayor parte de los casos la lesion cura espontdneamente y mas

tarde puede descubrirse por un pequefio ndédulo calcificado.

En los nifios y en las personas inmunodeprimidas, como en los casos de
desnutricion e infeccion con el VIH la tuberculosis pulmonar primaria puede
agravarse rapidamente y producir manifestaciones clinicas. Una manifestacion
frecuente es el derrame pleural que se debe a la penetracion en el espacio
pleural de los bacilos procedentes de un foco sub-pleural adyacente, en los casos
graves, la lesion primaria aumenta pronto de tamafo, presenta necrosis en su parte

central y forma pronto una cavidad (tuberculosis primaria progresiva).
Tuberculosis secundaria

Llamada también tuberculosis de reactivacion o de tipo adulto, la forma secundaria
se debe, a la reactivacion endogena de una infeccion tuberculosa latente y suele
localizarse en los segmentos apicales y posteriores de los lI6bulos superiores donde
la gran concentracién de oxigeno favorece el crecimiento de las micobacterias. El
grado de afeccién parenquimatosa varia mucho, desde pequefios infiltrados hasta un
proceso cavitario intenso. Al formarse las cavernas, su contenido necrotico y licuado
acaba pasando a las vias respiratorias, dando lugar a lesiones parenquimatosas

satélites.
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Tuberculosis extrapulmonar:

Los sitios donde con mayor frecuencia se localiza la tuberculosis son, por orden de
frecuencia: ganglios linfaticos, pleura, aparato genitourinario, huesos y articulaciones,

meninges, peritoneo, pericardio.

Pero practicamente todos los érganos y aparatos pueden resultar afectados dada la

diseminacion hematogena de los individuos infectados por el VIH.
Tuberculosis aunada al virus de la inmunodeficienci a humana:

La tuberculosis aparece en cualquier fase de la infeccion por VIH, y el cuadro
inicial varia segun el estadio de la enfermedad. Cuando solo hay deterioro de la
inmunidad mediada por células, la tuberculosis pulmonar aparece con sus
caracteristicas tipicas que incluye infiltrado de cavidades en los I6bulos superiores.
En la etapa tardia de la infeccion por VIH es mas frecuente observar un perfil

similar a tuberculosis primaria.

Métodos diagndsticos de laboratorio
Muestras

Esputo : En nuestro medio, la tuberculosis es la infeccion mas importante causada
por micobacterias. Esta infeccion cronica generalmente ocurre en los pulmones, por
inhalacién del microorganismo, por esta razon el esputo es la muestra que con mayor
frecuencia se remite al laboratorio para la investigacion de tuberculosis (TORRES,
1999, 203)

El primer esputo de la mafiana es la muestra mas adecuada para el analisis, pues
esta mas concentrada y menos contaminada, ya que el paciente no ha comido o

bebido durante la noche.
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Indicar al paciente que al despertar se enjuague la boca dos veces con agua
corriente; no usar pasta dental ni cualquier otro antiséptico. Acostado boca abajo en
su cama, el paciente debe desgarrar esputo lo mas profundamente posible, debe
depositar la muestra en un recipiente estéril de boca ancha proporcionada por el

laboratorio.

La cantidad adecuada para el analisis es de 5 a 10 ml de esputo, pero cualquier

volumen debe procesarse. (Ver anexo 1)
Otros tipos de muestra
Lavado bronquial:

Antes de tomar la muestra deben realizarse, de ser posible, baciloscopia de al
menos dos muestras de esputo para intentar detectar al bacilo sin procedimientos

invasivos y evitar los riesgos vinculados a este procedimiento.

La obtencion de esta muestra esta reservada a médicos especialistas y se deben

respetar las siguientes recomendaciones.

e Tomar muestra en una sala bien ventilada y utilizando mascarillas de
bioseguridad (N-95).

» Utilizar un fibrobroncoscopio esterilizado.

» Entregar al paciente un frasco para que recoja toda la expectoracion que por
estimulos de la fibrobroncoscopia se puede producir en las 24 horas

siguientes.

El material obtenido debe ser cultivado para asegurar el mejor rendimiento posible de
esta muestra de dificil obtencion y para confirmar la presencia de bacilos viables en

el caso de tener un resultado positivo de la baciloscopia.

Lavado gastrico: Frecuentemente se solicita lavado géastrico para andlisis de
micobacterias. Sirve para identificar micobacterias del esputo que el paciente

involuntariamente se ha tragado.
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Este procedimiento esté indicado en los siguientes pacientes:

» Pacientes con evidencia radiolégica de tuberculosis pulmonar y en quienes los

examenes de esputo son negativos.

 En pacientes que no cooperan, diciendo que no producen esputo o se lo
tragan.

* Los que tiene dificultad para expectorar por diferentes trastornos, coma,
enfermedad neuroldgica, etc.

* Enlos nifios en los que se hace dificil obtener la muestra de esputo.

Otros tipos de muestra
» Fragmentos de pulmon
» Hisopado faringeo
» Liquido cefalorraquideo
* Orina

« Médula 6sea

Procedimientos diagndsticos basicos

Baciloscopia

La acido-alcohol resistencia es la propiedad que tienen las micobacterias de
captar en su pared fucsina fenicada (de color fucsia) o auramina (amarillo
fluorescente) y retenerla aun con la accién de decolorantes, como la mezcla de

acido y alcohol.

Esta caracteristica se debe al alto contenido en lipidos, particularmente a los acidos
micdlicos, que poseen en la pared celular. Asi, utilizando una técnica adecuada es
posible identificar al bacilo de la tuberculosis en la muestra del enfermo como un

bastoncito rojo fucsia.

Esta propiedad no es especifica del bacilo de la tuberculosis, sino que la tienen
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todos los bacilos del género Mycobacterium, aun las micobacterias ambientales y
otros pocos microorganismos. De todas formas, en los paises de alta endemia de
tuberculosis, una baciloscopia positiva en una muestra respiratoria de un paciente
inmunocompetente tiene muy alto valor predictivo para el diagnéstico de
tuberculosis, es decir, es muy bajo el riesgo de equivocarse al diagnosticar

tuberculosis por baciloscopia.

La baciloscopia se define como: La ausencia o presencia de bacilos acido alcohol

resistente por campo microscopico.

Tincion de Zielh- Neelsen

La coloracion de Ziehl-Neelsen es la técnica mas apropiada para ser utilizada en
todos los laboratorios, ya que tiene como objetivo principal la coloracion de bacilos
acido alcohol resistente. (DE LATINI, 2008, 23) (Ver anexo 2)

Cultivo: Es el método bacteriolégico mas sensible y especifico para detectar la
presencia de micobacterias y en particular a Mycobacterium tuberculosis en una
muestra determinada, ya sean estas pulmonares o extrapulmonares.(DE LATINI,
2008, 34)

Casos en los que se indica cultivo microbioldgico:

» Pacientes con sospecha de tuberculosis pulmonar cuyas baciloscopias seriadas
son negativas.
» Confirmacion de tuberculosis extra pulmonar.

» Pacientes VIH positivos y sospechosos de tuberculosis etc.
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Diagndstico de tuberculosis pulmonar a través de mé todos moleculares PCR

(reaccion en cadena de la polimerasa).

La reaccion en cadena de la polimerasa es una herramienta de biologia molecular
ampliamente utilizada y que permite reproducir multiples copias de una region
seleccionada de ADN, al usar una enzima ADN polimerasa. La eficiencia de este
método ha hecho que sea aplicado en diversos estudios que hacen parte de la
investigacion bioldgica basica del diagndstico de muchas enfermedades y de la
genética evolutiva. La prueba de PCR fue ideada y probada por primera vez por Kary

Mullis en 1983 prueba por la cual recibio el premio nobel de quimica en 1993.
Principios generales

El principio de la PCR se basa en el hecho de que pequeiias regiones de ADN
pueden ser especificamente amplificadas en grandes cantidades de manera in
vitro, bajo condiciones metodoldgicas controladas y que a través de los afios han
sido modificadas y estandarizadas con el fin de optimizar la aplicabilidad de sus

resultados en diferentes estudios genéticos y moleculares.

La PCR permite la sintesis especifica y exponencial de una region determinada de
ADN a partir de dos fragmentos de ADN especificamente disefiados los cuales
hacen parte de los extremos terminales de la molécula de ADN que se desea
amplificar. Las reacciones de PCR son altamente especificas, especificidad dada por
la hibridacion correcta de las secuencias especificas de iniciadores complementarios

a la region blanco que va a ser amplificada.

Los iniciadores de la PCR incluyen secuencias de oligonucleotidos especificas, los
cuales son disefiados para hibridar en cualquiera de las cadenas paralelas o anti
paralelas de la region objetivo de ADN a amplificar dichas secuencias deben ser

complementarias a los extremos terminales de la region de ADN.

Los elementos importantes en la reaccion son el templado o molde (ADN o ADNc), la

enzima, los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucleétidos trifosfatados
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(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg +), una solucion

amortiguadora o buffer y H20 destilada.

Todos estos elementos interactian en tres etapas principales de las que se compone

la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension.

Los equipos en donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los
cuales estan diseflados para establecer un sistema homogéneo en donde las
condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de
los ciclos. Al final de la reaccién, para corroborar si se amplificé la secuencia blanco
de interés, los productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados
en geles de agarosa para confirmar si la reaccion fue exitosa. A continuaciéon se

explicaran cada uno de los puntos mencionados.

El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas
para su manipulacion. Para entrar en contexto, es importante recordar que la
molécula de ADN esta formada por tres componentes: un azlcar (desoxirribosa), un
grupo fosfato y una base nitrogenada (adenina, timina, guanina o citosina) que es
complementaria con la base de otra cadena de tal forma, que el ADN se estructura
en una doble hélice. La complementariedad entre las bases esta dada por puentes
de hidrégeno e interacciones hidrofébicas, generando estabilidad a la doble hélice.
La carga eléctrica del ADN es negativa y esta dada por los grupos fosfatos.

En la PCR, el templado son las cadenas de ADN que se separan y funcionan como
molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia
blanco de interés. Por su parte, la ADN polimerasa se encarga de la catdlisis de la

reaccion, sintetizando las nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco.

La enzima mas usada con frecuencia se llama Taq ADN polimerasa, que proviene de
una bacteria termdfila llamada Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de
temperatura muy altas y por eso su ADN polimerasa es capaz de soportar ese tipo

de temperaturas.
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» Los primers o iniciadores son secuencias de oligonucleétidos que seleccionan
y delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar y son

complementarios a ésta.

Son dos secuencias diferentes de primers las que se utlizan en la PCR, una
denominada sentido y otra antisentido; ambas deben estar disefiadas para que
hibriden con el templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq

polimerasa.

 El buffer es la solucibn amortiguadora que se usa en la reaccién y
generalmente estd compuesta de Tris-HCL (pH = 8). También se usan otros
buffers de composicion distinta.

* El magnesio es un cofactor enzimético que influye en la especificidad de la
reaccion, por eso se debe tener una concentracion adecuada para que no
afecte el rendimiento de la Taq polimerasa; regularmente su concentracion
oscila entre 0.5y 2.5 mM.

» El agua es el disolvente en la reaccion y se usa en su forma destilada libre de

nucleasas, enzimas que degradan a los acidos nucleicos.

Etapas principales de la PCR:

* Desnaturalizacion
* Hibridacion

* Extension
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Desnaturalizacion:

En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una temperatura
de 95 T durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia del templado,
es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario mas tiempo para romper sus
uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta formado por tres enlaces,
uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de la velocidad en la que el
termociclador aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo al modelo del equipo.
Al final de esta etapa tendremos las cadenas separadas que serviran como templado

para el siguiente paso.

Hibridacion:

En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado previamente
separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme el
complejo templado-primers, es importante que la temperatura de hibridacion o
temperatura sea la 6ptima; ésta generalmente oscila entre 50-60 C. Si el disefio de
los primers es el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y

especificidad del complejo sera eficiente.

Extension:

En esta etapa, la Taq polimerasa actla sobre el complejo templado-primers y
empieza su funcidon catalitica a wuna velocidad muy rapida; agrega los
desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTP’s) complementarios para crear las
cadenas completas de ADN. La extensién de las cadenas es en direccién de la
sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3'. La temperatura Optima para la reaccion es de
72 C, ya que a esa temperatura la enzima Taqg polim erasa es funcional. Al final del
ciclo, se habran formado los amplicones con un tamafio dictado por el numero total

de pares de bases.
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Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurrio eficientemente, los

amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa.

PCR en tiempo real:

El objetivo de la PCR en tiempo real ha sido detectar y cuantificar las secuencias
especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en la

reaccion.

El principio de la técnica se basa en la PCR de punto final, sélo que la forma en
como se detectan y analizan los productos de la amplificacion es diferente. El término
en tiempo real se refiere a que la deteccion de los productos amplificados sucede en
cada ciclo de la reaccion. Por su parte, es posible cuantificar la cantidad de ADN en
la muestra, a diferencia de la PCR de punto final en donde no es posible detectar en
tiempo real ni cuantificar la secuencia blanco. Precisamente, estas ultimas dos
caracteristicas representan grandes ventajas de la PCR en tiempo real, ya que el
producto de amplificacion es monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que
haya la necesidad de que sea manipulado en un gel de agarosa para conocer si la
reaccion fue exitosa como sucede en la PCR punto final. Actualmente, la PCR en
tiempo real es el método mas sensible para detectar y cuantificar los acidos

nucleicos, aun teniendo una cantidad muy pequefa de templado.
Los compuestos quimicos utilizados en la PCR en tiempo real, son:
* la enzima (taq polimerasa),

 dNTP’s, Mg+, el buffer y el sistema reportero de fluorescencia para detectar

los productos amplificados.
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Diagnostico de tuberculosis pulmonar con métodos mo leculares con la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR) utilizando el equipo
GENE-XPERT MTB / RIF

ANTECEDENTES HISTORICOS

El GENE-XPERT MTB/RIF es un equipo automatizado basado en la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real, el cual utiliza cartuchos que puede identificar
a Mycobacterium tuberculosis a través de la multiplicacion del ADN de la bacteria y
la identificacion de un gen especifico para determinar sensibilidad o resistencia a
rifampicina. Fue desarrollado por el laboratorio del profesor David Alland en la

Universidad de Medicina y Odontologia de Nueva Jersey.

En diciembre de 2010, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) utilizé el equipo
GENE-XPERT MTB/RIF en los paises endémicos de tuberculosis y lo declaré un hito

importante para el diagnostico global de tuberculosis.
FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

El GENE-XPERT MTB/RIF detecta secuencias de ADN especificas para
Mycobacterium tuberculosis y resistencia a la rifampicina por la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR), el GENE-XPERT MTB/RIF purifica
y concentra al Mycobacterium tuberculosis a partir de muestras de esputo o lavado
bronquial, aisla material genémico de la micobacteria y posteriormente amplifica el

ADN gendmico por PCR.

El proceso identifica todas las mutaciones de resistencia o sensibilidad a la
rifampicina, a través del gen rpoB en el genoma del Mycobacterium tuberculosis, en
un ensayo de PCR en tiempo real, utilizando sondas fluorescentes, obteniendo

resultados a los 120 minutos.
COMPONENTES DEL SISTEMA GENE-XPERT MTB/RIF

* Maodulo, el cual consta de un sistema térmico y optico.

* Cartucho, el cual es un contenedor seguro y de un solo uso.
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* Reactivos. ( Perlas enzimaticas)

» Computadora, la cual debe constar de software, cédigo de barras, impresora.

Todos los componentes escritos son esenciales para realizar la reaccion en cadena

de la polimerasa en tiempo real.
PROCESAMIENTO DE MUESTRAS POR EL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF

* Se debe decontaminar la muestra de esputo e inactivarla con el reagente que
proporciona la casa comercial.

» Transferir 2 ml de muestra ya decontaminada e inactivada al cartucho.

* Insertar el cartucho en el médulo o plataforma.

* En el médulo la muestra es automaticamente filtrada y lavada.

» Por sonicacion generalmente ultrasonido el bacilo es capturado para liberar su
ADN.

» Las moléculas de ADN liberadas se mezclan con los reactivos para realizar la
PCR en tiempo real.

» La amplificacion y deteccion en tiempo real se llevan a cabo en el cartucho.

* Una vez terminado el tiempo de reaccion e identificacion, la prueba puede ser

impresa.

VENTAJA DEL USO DEL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF A TRAVES DE LA
PRUEBA MOLECULAR PCR EN TIEMPO REAL

e Es de féacil uso.
* Proporciona una respuesta rapida.

* Proporciona resultados confiables.
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Motivos por los que se indica la prueba con el GENE  -XPERT MTB/RIF

» Paciente sintomatico respiratorio con 3 baciloscopia negativas y con
tuberculosis presuntiva.

* Persona con VIH.

» Privados de libertad

» Paciente sintomético respiratorio con diabetes.

» Paciente sintomético respiratorio con inmunodeficiencias.

» Sospecha de tuberculosis extrapulmonar.

» Niflos con sospecha de tuberculosis.

» Personal de salud.
(VER ANEXO 3)

Epidemiologia de la tuberculosis

Aungue la tuberculosis se puede producir en primates y en animales de laboratorio
como los cobayos, el ser humano constituye el Unico reservorio natural. La
enfermedad se transmite por contacto estrecho de una persona con otra mediante la
inhalacién de aerosoles infecciosos. Las particulas grandes quedan atrapadas en
las superficies mucosas y son eliminadas por la accion de los cilios del arbol
respiratorio. Sin embargo, las particulas pequefias que contienen uno a tres

bacilos tuberculosos pueden llegar hasta los alvéolos y comenzar una infeccion.

Segun la OMS en el 2012, 8,6 millones de personas enfermaron de tuberculosis 'y 1,3
millones murieron por esta causa. Mas del 95% de las muertes por
tuberculosis ocurrieron en paises de ingresos bajos y medianos, y esta enfermedad
es una de las tres causas principales de muerte en las mujeres entre los 15 y los 44

anos.

En 2013, se estima que 530.000 niflos enfermaron de tuberculosis y 74.000 nifios

seronegativos murieron de tuberculosis, la infeccion aparece en edad mas temprana

24



en poblaciones urbanas que en las rurales y surge solo en una proporcion pequeia
de individuos infectados. (HARRISON, 2012, 1340).

Tratamiento y control

En El Salvador se utilizan dos farmacos principales en el tratamiento primario de la

de la tuberculosis, que son la rifampicina y la isoniazida.

Los farmacos de segunda linea son etambutol y estreptomicina dichos farmacos son
mas téxicos, menos eficaces y se recurre a ellos solo en circunstancias extremas. El
control de la enfermedad se hace con vigilancia activa, medidas profilacticas,

terapéuticas y un control exhaustivo de cada caso.
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio

» Sincrénico.

* Retrospectivo
» Descriptivo.

» Documental

Poblacion y muestra
Los pacientes sintométicos respiratorios a los que se les indicé la prueba con el
equipo GENE-XPERT MTB/RIF.

Técnicas recoleccion de datos

Los datos fueron obtenidos de pacientes sintomaticos respiratorios que se les refirio
la prueba GENE-XPERT MTB/RIF en el aio 2014, estos datos fueron
proporcionados por el area de tuberculosis del Hospital Nacional Rosales.

Plan de tabulacion

Los datos obtenidos se presentan a través de tablas que muestran la
frecuencia con la que la tuberculosis pulmonar es diagnosticada por el método
molecular que utiliza el equipo GENE-XPERT MTB/RIF, clasificada por sexo, tipo de
muestra y resistencia o sensibilidad a la rifampicina.
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PRESENTACION DE RESULTADOS

TABLA Y GRAFICA N°1

FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS A TUBERCULOSIS PULMONAR CAUSADO POR
CEPAS DE Mycobacterium tuberculosis RESISTENTES O SENSIBLES A RIFAMPICINA
DETECTADOS POR EL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF EN EL ANO 2014.

RESULTADOS
GENE XPERT
MTB/RIF

FRECUENCIA ABSOLUTA

POSITIVOS

NEGATIVOS

TOTAL DE FRECUENCIA
ABS.

FRECUENCIA PORCENTUAL

% POSITIVOS

%NEGATIVOS

TOTAL

RESISTENTE A
RIFAMPICINA

0%

0%

0%

SENSIBLE A
RIFAMPICINA

13

47

60

22%

78%

100%

FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS A TUBERCULOSIS PULMONAR CAUSADO POR
CEPAS DE Mycobacterium tuberculosis RESISTENTES O SENSIBLES A RIFAMPICINA
DETECTADOS POR EL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF EN EL ANO 2014.

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20% -
10% -

0% -

% POSITIVOS

%WNEGATIVOS

FRECUENCIA PORCENTUAL

W RESISTENTE ARIFAMPICINA

W SENSIBLE A RIFAMPICINA

Fuente: Laboratorio clinico Hospital Nacional Rosales.
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TABLA Y GRAFICA N°2

FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS A TUBERCULOSIS PULMONAR
DIAGNOSTICADOS CON EL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF, SEGUN SEXO EN
LOS PACIENTES SINTOMATICOS RESPIRATORIOS ATENDIDOS EN EL
HOSPITAL NACIONAL ROSALES EN EL ANO 2014.

SEXO

FRECUENCIA ABSOLUTA

POSITIVOS

NEGATIVOS

TOTAL DE
FRECUENCIA ABS.

FRECUENCIA PORCENTUAL

% POSITIVOS

%NEGATIVOS

TOTAL

MASCULINO

10

29

39

26%

74%

100%

FEMENINO

3

18

21

14%

86%

100%

TOTAL

13

47

60

22%

78%

100%

FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS A TUBERCULOSIS PULMONAR
DIAGNOSTICADOS CON EL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF, SEGUN SEXO EN
LOS PACIENTES SINTOMATICOS RESPIRATORIOS ATENDIDOS EN EL
HOSPITAL NACIONAL ROSALES EN EL ANO 2014.

100%

90%
80%

70%

60%

50%
40%

30%

20%
10%
0%

% POSITIVOS

FRECUENCIAPORCENTUAL

YNEGATIVOS

m MASCULINO
B FEMENINO

Fuente: Laboratorio clinico Hospital Nacional Rosales
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TABLA Y GRAFICA N°3

FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS A TUBERCULOSIS PULMONAR
DIAGNOSTICADOS CON EL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF SEGUN MUESTRA DE
ESPUTO Y LAVADO BRONQUIAL EN PACIENTES SINTOMATICOS RESPIRATORIOS

ATENDIDOS EN EL HOSPITAL NACIONAL ROSALES EN EL ANO 2014.

TIPO DE
MUESTRA

FRECUENCIA ABSOLUTA

POSITIVOS

NEGATIVOS

TOTAL DE
FRECUENCIA ABS.

FRECUENCIA PORCENTUAL

%
POSITIVOS

%NEGATIVOS

TOTAL

ESPUTO

2

22

24

8%

92%

100%

LAVADO
BRONQUIAL

11

25

36

30%

70%

100%

TOTAL

13

47

60

22%

78%

100%

FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS A TUBERCULOSIS PULMONAR
DIAGNOSTICADOS CON EL EQUIPO GENE-XPERT MTB/RIF SEGUN MUESTRA DE
ESPUTO Y LAVADO BRONQUIAL EN PACIENTES SINTOMATICOS RESPIRATORIOS

ATENDIDOS EN EL HOSPITAL NACIONAL ROSALES EN EL ANO 2014.

100%

c0%

80%

70%

€0%

% POSITIVOS

SNEGATIVOS

FRECUENCIAPORCENTUAL

mESFUTO

W LAVADO BRONQUIAL

Fuente: Laboratorio clinico Hospital Nacional Rosales
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INTERPRETACION DE RESULTADOS

Durante el afio 2014 se analizaron 60(100%) muestras a las cuales se les realizo la
prueba molecular GENE-XPERT MTB/RIF, 24(40%) eran muestras de esputo y
36(60%) muestras de lavado bronquial en pacientes clasificados como sintométicos
respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales.

De las 60 muestras a las que se les realiz6 la prueba, 13(22%) resultaron positivas a
Mycobacterium tuberculosis sensibles a rifampicina y 47(78%) resultaron negativas.
(Tabla y gréafica n°1)

Al clasificar la realizacion de la prueba molecular GENE-XPERT MTB/RIF segun
sexo, de las 60 muestras de los pacientes clasificados como sintomaticos
respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales, 39 corresponden al sexo
masculino de los cuales 10(26%) resultaron positivos a Mycobacterium tuberculosis y
29 (74%) resultaron negativos.

En cuanto al sexo femenino que se le realizo la prueba GENE-XPERT MTB/RIF
corresponde a 21 muestras, de las cuales 3(14%) resultaron positivos a
Mycobacterium tuberculosis y 18 (86%) resultaron negativas. (Tabla y grafica n°2)

En la clasificacion segun el tipo de muestra, 60 muestras de los pacientes
clasificados como sintomaticos respiratorios atendidos en el Hospital Nacional
Rosales, 24 corresponden a muestras de esputo de los cuales 2(8%) resultaron
positivos a Mycobacterium tuberculosis y 22(92%) resultaron negativos.

De las 36 muestras de lavado bronquial 11(30%) resultaron positivas a
Mycobacterium tuberculosis y 25(70%) resultaron negativas. (Tabla y grafica n° 3)
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DISCUSION DE RESULTADOS

De las 60 muestras procesadas con el equipo GENE-PERT MTB/RIF de pacientes
sintomaticos respiratorios atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el afio 2014,
la frecuencia de muestras positivas Mycobacterium tuberculosis fue 13(22%) y la
frecuencia de muestras negativas fue de 47(78%). De las muestras analizadas
ninguna fue resistente a rifampicina.

La frecuencia de casos positivos a tuberculosis pulmonar diagnosticados con el
equipo GENE-XPERT MTB/RIF segln sexo en pacientes sintomaticos respiratorios
atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el afio 2014, fue de 39 muestras para
el sexo masculino de los cuales 10(26%) resultaron positivos y 29(74%) resultaron
negativos. Con respecto al sexo femenino, de 21 muestras procesadas 3(14%)
resultaron positivas y 18 (86%) resultaron negativas; segun datos del afio 2014 la
mayor frecuencia de muestras positivas a Mycobacterium tuberculosis a las que se
les realizo la prueba pertenecian al sexo masculino.

Segun la clasificacion tipo de muestras la frecuencia de casos positivos a
tuberculosis pulmonar diagnosticadas con el equipo GENE-XPERT MTB/RIF en
muestras de esputo fue 24 de las cuales 2(8%) resultaron positivas y 22(92%)
resultaron negativas, de las 36 muestras de lavado bronquial 11(30%) resultaron
positivas y 25(70%) resultaron negativas. Segun los datos obtenidos en afio 2014 la
mayor parte de muestras positivas a Mycobacterium tuberculosis corresponden a
lavados bronquiales.

Con los resultados obtenidos en el afio 2014 por medio del método que utiliza el
equipo GENE-XPERT MTB/RIF se demuestra la alta especificidad para detectar al
Mycobacterium tuberculosis, en muestras de esputos y lavados bronquiales.

Ademas estudios realizados en el extranjero para evaluar la prueba GENE-XPERT
MTB/RIF en el diagnostico rapido de la tuberculosis pulmonar y la resistencia a
rifampicina demuestran la alta especificidad del método para detectar el
Mycobacterium tuberculosis.
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CONCLUSIONES

* La frecuencia de muestras positivas a Mycobacterium tuberculosis en
pacientes atendidos en el Hospital Nacional Rosales en el afio 2014 fue 13
(22%) y la frecuencia de muestras negativas fue de 47 (78%) de las muestras
analizadas, positivas a Mycobacterium tuberculosis ninguna cepa resulto
resistente a rifampicina.

» La frecuencia mayor de casos positivos a tuberculosis pulmonar en el afo
2014 pertenecen al sexo masculino con relacion al sexo femenino.

» La mayor frecuencia de casos positivos a tuberculosis pulmonar en el afo
2014 corresponden a muestras de lavados bronquiales.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda al personal médico que labora en los diferentes
establecimientos de salud indiquen la prueba realizada con el equipo GENE-
XPERT MTB/RIF para el diagnostico de la tuberculosis pulmonar.

Se recomienda al personal médico que laboran en los diferentes
establecimientos de salud tener en cuenta el tipo de muestra al momento de
indicar la prueba ya que presenta mas efectividad en lavados bronquiales que
en esputo.

Se recomienda al Programa Nacional de Tuberculosis capacite al personal
meédico, enfermeros y profesionales de laboratorio clinico sobre la prueba que
realiza el GENE-XPERT MTB/RIF.
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ANEXOS



ANEXO 1
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ANEXO 2

TINCION DE ZIEHL NEELSEN.

1. CUBRIR CON FUCSINA FILTRADA 2. CALENTAR HASTA OBTENER 3 EMISIONES
DE VAPOR. APAGAR ANTORCHA Y ESPERAR
COMPLETAR 5 MINUTOS

3. LAVAR CON AGUA 4. CUBRIR CON DECOLORANTE
DURANTE 2 MINUTOS

6. CUBRIR CON AZUL DE
METILENO 1 MINUTO

LAVAR CON AGUA 8. SECAR AIRE
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MINISTERIO DE SALUD

EL SALVADOR MINISTERIO DE SALUD s

UNAMONOS PARA CRECER S RS a0

—— PROGRAMA NACIONAL DE TUBERCULOSIS Y ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

SOLICITUD DE EXAMEN BACTERIOLOGICO DE TUBERCULOSIS (PCT-3)

Fecha de edicién octubre 2014

Establecimiento: Fecha y hora de recepcion de la muestra en el laboratorio:
Nombre: No de Exp. Edad:
Procedencia: Consulta Ext. Emergencia: Hospitalizacion: Oftro:
Sexo: M— F.__. Grupo de riesgo y vulnerabilidad*:
Direccién Exacta: Tel:
Municipio: Depto.: Area:U R ___
Tipo de muestra: ESPUTO OTRA:____ Especificar:

Fecha de Indicacion:

*Grupos de riesgo y vulneravilidad: diabetes, EPOC, hipertension, Insuficiencia Renal Cronica (IRC), VIH, inmunosuprimido; o es trabajador
de salud, privado de libertad, contacto, adulto mayor, indigente, alcohélico, drogodependiente, otros.

EXAMEN SOLICITADO
BK PARA DIAGNOSTICO EN S.R. PRUEBA XPERT MTB/RIF
o da 3 Motivo de indicacién:
1. S.R.con 3 BK(-) y con TB presuntiva -
Baciloscopia para control de tratamiento actual:
1 2 2. Persona con VIH -
B 2. 3. Privados de libertad —
Bkde controldemes: 20 & 4° O 6°0 g 22 an éiabeteij ficienci
. S.RR. con inmunodeficiencias -
3O 520 8°0 Otrod - )
6. Caso TB que no negativiza al 2 6 3 mes R,
DROGAS: HO RO Z0 EO SO % Repdtaraianin ——
Observaciones 8. Sospecha de TB extrapulmonar ol ot
9. Contacto de caso TB/MDR %
10. Nifos R
11. Personal de salud S——
CULTIVO PARA DIAGNOSTICO: CULTIVO MAS TIPIFICACION Y SENSIBILIDAD:
1. Alta sospecha deTB.y 3 BK(-) e 5.1 Fracaso e
2. Tuberculosis infantil 5.2 Pérdida en el seguimiento —_
i 5.3 Recaida Y
3. Tuberculosis extrapulmonar e
6. Contacto de caso TB/MDR R
4. VIH con sospecha de TB S .
7. Antecedente o estancia actual en Centro —
10. BK con 1a9 bacilos en 100 campos N penitenciario t
14. Pacientes con diabetes S— 8. Coinfeccion TB/VIH SR
9. Nonegativizaal 2 6 3 mes de tratamiento SRS
MEDIO DE CULTIVO: Lowenstein-Jensen 11, Mighnte Racionsl o extranjero
Ogawa Kudoh
12. Paciente con tto. Antituberculoso que no se mejora
clinicamente, aunque sus BK de control seanneg
13. Caso crénico de tuberculosis S

Nota: No olvide que el informe de los resultados de cultivo se dara a los 30, 45 6 60 dias y nunca antes

Nombre y firma del solicitante: Sello
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