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RESUMEN
La inminente importancia del diagndstico de la tuberculosis (TB) hace indispensable la

aplicacion de técnicas que permitan acortar el tiempo diagnostico, beneficiando de manera
directa al paciente al emitirle un resultado en menor tiempo, pero sin dejar de ser sensible y
especifico; y, por ende, un tratamiento adecuado y acorde a su estado patolégico, ya sea que
resulte sensible o resistente a la rifampicina. La aplicacion del Gen Xpert Mtb/RIF ha
revolucionado en muchos aspectos el proceso diagndstico de la tuberculosis, especialmente,
su implementacion en los centros de salud que son parte del diagnéstico de los centros
penales con mayor poblacion de privados de libertad, como El Centro Penal de 1zalco, el cual
es uno de los que mas sintomaticos respiratorios alberga; pero que gracias a la utilizacion de
Gene Xpert Mtb/RIF se ha podido duplicar el nmero de diagnosticos emitidos, se ha
acortado significativamente el tiempo diagndstico, ademas de detectar las cepas resistentes a
Rifampicina, permitiendo asi la iniciacion inmediata del tratamiento especifico, evitando la
diseminacion y formas graves de la enfermedad en este grupo de riesgo (personas privadas

de libertad).

Es por ello que la implementacion de técnicas moleculares, directamente, a través de la
biologia molecular y las pruebas disponibles de amplificacion de acidos nucleicos para el
diagnostico de tuberculosis a través de la prueba de GeneXpert Mtbh/RIF ha venido a darle

un giro completo a la manera en que se venia diagnosticando la enfermedad anteriormente.
PALABRAS CLAVE:

Biologia molecular, Cepas, Sintomatico respiratorio, Amplificacion, Acidos nucleicos.

Vi



ABSTRACT

The imminent importance of the diagnosis of tuberculosis (TB) makes it essential to apply
techniques that shorten the diagnostic time, directly benefiting the patient by issuing a result
in less time, but without ceasing to be sensitive and specific; and, therefore, an adequate
treatment and according to its pathological state, whether it is sensitive or resistant to
rifampicin. The application of the Gen Xpert Mtb/RIF has revolutionized the diagnostic
process of tuberculosis in many aspects, especially its implementation in health centers that
are part of the diagnosis of prisons with the largest population of inmates, such as the Penal
Center Izalco, which is one of the most respiratory symptomatic houses; but that thanks to
the use of Gene Xpert Mtb/RIF it has been possible to double the number of diagnoses issued,
the diagnostic time has been significantly shortened, in addition to detecting strains resistant
to Rifampicin, thus allowing the immediate initiation of specific treatment, avoiding the

dissemination and severe forms of the disease in this risk group (persons deprived of liberty).

That is why the implementation of molecular techniques, directly, through molecular biology
and the available nucleic acid amplification tests for the diagnosis of tuberculosis through
the GeneXpert Mtb/RIF test has come to give a complete turn to the way in which the disease

had been previously diagnosed.

KEYWORDS

Molecular biology, Strains, Respiratory symptoms, Amplification, Nucleic acids
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INTRODUCCION
La Tuberculosis, en la actualidad sigue siendo parte de los registros epidemiologicos como
una de las enfermedades con mayor mortalidad a nivel mundial, es la decimotercera causa de
muerte y la enfermedad infecciosa mas mortifera por detras de la COVID-19 (por delante del
VIH). En nuestro pais, El Salvador, segln datos oficiales publicados en la pagina web del
Ministerio de Salud (MINSAL) para el afio 2020 el total de casos de tuberculosis fue de 2042

casos, esto incluye la infeccion pulmonar y extra pulmonar.

En el afio 2015 se observé que las personas privadas de libertad (PPL), representaron un 30%
de todos los casos de Tuberculosis notificados en el pais. Cada afio esta poblacion presenta
un mayor numero de enfermos y una proporciéon creciente de todos los casos de TB, llegando
en el 2018 a un maximo de 2006 casos, que representd un 55% de todos los casos notificados
en el pais. Para el afio 2020 las personas privadas de libertad representaron un 46% del total

de casos en el pais, éstas cifras siguen siendo altas.

Esto hace muy necesario contar con un método diagndstico que permita detectar todos los
casos. La Unidad Comunitaria de Salud Familiar de Izalco es parte del informe diagnostico
de casos de tuberculosis del Centro Penal de Izalco que desde el afio 2018 comenzé con la
implementacion de la biologia molecular a través del Gene Xpert MTB/RIF, siendo éste un
método automatizado de diagnostico rapido y especifico de tuberculosis mediante la
amplificacion del acido nucleico del Mycobacterium tuberculosis; ademas de detectar la
presencia del agente patdgeno, el Gene Xpert MTB/RIF también revela mutaciones en el
gen que le confieren a la bacteria resistencia a antibioticos como la Rifampicina. Hasta la
fecha, su uso se ha traducido en una serie de ventajas que benefician tanto al paciente como

al recurso técnico responsable del procesamiento de las muestras.
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DESARROLLO
La Tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis,
descubierta el 24 de marzo de 1882 por el Dr. Robert Koch En esa época, la tuberculosis
provocaba la muerte de una de cada siete personas en los Estados Unidos y Europa. El
descubrimiento del Dr. Koch fue el paso méas importante que se haya dado para el control de
esta mortal enfermedad. Un siglo después se determind que el 24 de marzo seria el Dia
Mundial de la Tuberculosis: un dia para educar al pablico sobre el impacto que tiene la

tuberculosis en todo el mundo.

Actualmente, es catalogada un problema grave de salud pablica a nivel mundial, segin la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), sigue siendo una de las enfermedades
infecciosas con mayor mortalidad en el mundo. De acuerdo a datos estadisticos brindados
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2021, en América se notificaron

309,000 casos nuevos de tuberculosis y 32,000 muertes.

La tuberculosis se puede desarrollar como una infeccion latente o una enfermedad activa; la
forma latente implica un estado reversible de la bacteria en el cual las células pueden
permanecer largo tiempo sin dividirse, mientras que la enfermedad activa corresponde a la
forma sintomatica en la que los bacilos tuberculosos se replican causando dafios en los

tejidos.

En la norma técnica para la prevencion y control de la tuberculosis de El Salvador, en el
capitulo | articulo 4, de terminologia, clasifica a la tuberculosis en pulmonar y extra
pulmonar. Definiendo, como caso de tuberculosis pulmonar (TBP) a cualquier caso
bacterioldgica o clinicamente diagnosticado que involucre el parénquima pulmonar o el &rbol

traqueo bronquial; y como caso de tuberculosis extra pulmonar a aquellos casos que



involucren a otros 6rganos fuera de los pulmones: pleura, ganglios linfaticos, piel, huesos,

meninges.

Sin embargo, afecta especialmente a los pulmones, por lo que la principal via de infeccion
son las secreciones respiratorias. Se transmite de persona a persona a través de gotitas de
aerosol suspendidas en el aire provenientes de la tos o estornudos de personas con
enfermedad pulmonar activa que no estan en tratamiento, cuyos sintomas incluyen tos con
expectoracion por 15 dias 0 mas, esputo (a veces con sangre), dolores toracicos, cansancio
permanente, falta de apetito que conlleva a la pérdida de peso; fiebre y sudoraciones por las
noches. Esta prevalencia de la tuberculosis pulmonar se ve reflejada en los datos estadisticos
publicados por el Ministerio de Salud (MINSAL) del afio 2020 donde se registraron 2042

casos en total, y de éstos un 75.1% fueron casos de tuberculosis pulmonar.

Por otro lado, de esa cifra total de casos del afio 2020, las personas privadas de libertad (PPL)
representaron el 46% del total de casos, con una cifra oficial, de 952 casos. Aunque,
comparando con las cifras del afio 2018, que cerré con 2006 casos, los cuales representaron
un 55% del total, se puede observar una clara disminucidn, sin embargo, éstas cifras siguen
siendo altas y claramente deja a la vista la alta carga de tuberculosis en el sistema nacional

penitenciario actual.

La tuberculosis es una causa importante de enfermedad y muerte en los centros penales; los
reclusos, muy a menudo, provienen de los sectores mas vulnerables de la sociedad: pobres,
enfermos mentales, alcoholicos o toxicomanos; grupos que tienen ya de por si un riesgo

mayor de padecer enfermedades.



La transmisibilidad de la enfermedad se va favoreciendo debido a la sobrepoblacién y
hacinamientos gque existe en los centros penitenciarios; el hacinamiento (cuando en un cuarto
duermen mas de tres personas) aumenta la probabilidad de tener tuberculosis 3 veces mas,
ademas, la presencia de otros factores de riesgo como la desnutricion, la cual, segun estudios,

aumenta 12 veces el riesgo de tener tuberculosis; la falta de higiene, entre otros.

Segun el Informe de la Visita de Monitoreo del Manejo Programético de Tuberculosis
Drogorresistente en El Salvador, para el afio 2017, el Centro Penal de Izalco contaba con més
poblacion que la capacidad instalada y no se estaban identificando todos los sintomaticos
respiratorios (toda persona que retne el criterio de sintomatico respiratorio, al cual se le ha
realizado y procesado al menos una baciloscopia de esputo, cultivo o prueba Gene Xpert
MTB/RIF), por lo que una de las recomendaciones de dicha visita fue: adquirir un equipo
Gen Xpert para cubrir la demanda del Centro Penal de Izalco garantizando el recurso humano
técnico y administrativo; asi mismo, incluyo la readecuacion del laboratorio de la UCSF
(Unidad Comunitaria de Salud Familiar) de lzalco. El tiempo de cumplimiento de esta

recomendacion se establecid para el primer trimestre del afio 2018.

Es asi como desde el afio 2018 hasta la fecha actual, para la atencién de privados de libertad
en la deteccion o descarte de casos de tuberculosis se utiliza Gene Xpert como método de
diagndstico, consiste en una prueba molecular rapida mediante amplificacién de acido

nucleico.

En el Informe de las Sesiones Virtuales de Monitoreo sobre Tuberculosis Farmacorresistente
de EIl Salvador en el afio 2020, el pais contaba con 15 equipos Gene Xpert de 4 médulos y 5
equipos de 16 modulos. Estos equipos se encuentran ubicados en areas de alta incidencia de

tuberculosis o cerca de los centros penales. Gracias a esta implementacion de los equipos de



biologia molecular, se pudo observar una disminucion en el namero de baciloscopias
realizadas durante el afio 2018 y 2019, la cual continda actualmente, como resultado de un

aumento de pruebas de Xpert MTB/RIF.

Para el afio 2018, fue muy notorio el elevado nimero de casos que el Centro Penal de lzalco
registrd, obteniendo un total de 975 casos, de los cuales, 861 fueron casos de tuberculosis
pulmonar y 114 casos de tuberculosis extra pulmonar. La Unidad Comunitaria de Salud
Familiar de lzalco, es un centro de salud de Primer Nivel de atencion, es participe de

aproximadamente el 25% del diagnostico de tuberculosis del centro penal de lIzalco.

El Gen Xpert es una prueba molecular que detecta mutaciones en el gen rpoB que codifica
para la subunidad beta, del acido ribonucleico (ARN) polimerasa, del complejo M.
tuberculosis y la resistencia a rifampicina en menos tiempo (2 horas). Se realiza en forma
directa, es decir, a partir de muestras tanto pulmonares como extra pulmonares, sin necesidad
de esperar el resultado del cultivo; la interpretacion de los resultados y analisis de los datos
ocurre de manera automatica, cuenta con un sistema completo de control interno de los
reactivos, por lo que no tiene la necesidad de utilizar controles externos positivos y negativos
por separado, los motores son dirigidos por el software para realizar el movimiento de las

vélvulas y accionadores hidraulicos acoplados.

Antes de la llegada del equipo Gen Xpert a la Unidad de Salud, se trabajaba con la
baciloscopia, la cual, es una técnica que se basa en la propiedad que tienen las micobacterias
de captar en su pared a la fucsina fenicada (de color fucsia) y retenerla ain con la accion de
decolorantes, como la mezcla de &cido y alcohol, propiedad conocida como &cido alcohol
resistencia. Esta caracteristica se debe al alto contenido en lipidos, particularmente del &cido

micolico, que poseen en la pared celular.



La baciloscopia detecta del 70 al 80% de los casos, por lo que es recomendada en los paises

con escasos recursos econdémicos como el nuestro.

Los pasos a seguir para una baciloscopia son mas largos y se requiere mayor nimero de
materiales para realizarla. En primer lugar, se debe colocar sobre la mesa de trabajo una hoja
doble de papel periddico, humedecida con solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% o fenol
al 5%. Esta hoja de papel constituye el area contaminada, porque sobre ella deben realizarse
las etapas mas peligrosas de todo el procedimiento, desde la apertura y preparacion del
extendido hasta el cierre del frasco. Para realizar el extendido, es importante ordenar y
numerar las muestras, enumerar los portaobjetos, quebrar el aplicador, seleccionar y mezclar
la particula mas purulenta, depositar la muestra en el portaobjetos, extender la muestra
uniformemente, fijar el extendido cuando esté totalmente seco, pasando la lamina

rapidamente tres veces sobre la Ilama del mechero de arriba hacia abajo.

Luego, se procede a la coloracién utilizando la técnica de Ziehl-Neelsen con los siguientes

pasos:

@ Identificar y filtrar los colorantes antes de utilizarlos.

@ Colocar la serie de ldminas fijadas sobre la bandeja metélica, con el extendido hacia
arriba separadas una de otra como minimo de un centimetro.

@ Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con fucsina fenicada.

@® Improvisando una pequefia antorcha (algodon impregnado con alcohol en una pinza),
pasarla lentamente por debajo de las laminas hasta que se produzca emision de
vapores; cuando estos sean visibles dejar de calentar. Se repite este paso hasta

completar tres emisiones de vapores. La fucsina no debe hervir porque puede



destruirse y colorearse inadecuadamente. El tiempo que lleva el proceso es de 5

minutos.
@ Eliminar la fucsina lavando con agua de chorro a baja presion.
@ Cubrir la totalidad de la superficie del extendido con alcohol &cido por dos minutos.

@ Lavar con agua de chorro y proceder a cubrir la totalidad de la lamina con azul de

metileno por un minuto.

@® Lavary secar.

Posteriormente, se procede a la lectura microscopica que debe cumplir con dos objetivos;
determinar si en el extendido hay bacilos acido alcohol resistentes y cuantificar el nimero de

bacilos por campo, si los hay.

El nimero de bacilos encontrados es muy importante como elemento de informacion, dada
su relacion con el nivel de contagio del paciente, la severidad de la enfermedad y la evolucién
del paciente bajo tratamiento. El reporte del resultado de una baciloscopia no incluye la
sensibilidad o resistencia del bacilo a los medicamentos, y est4 indicado en personas con
antecedente o estancia actual en centro penitenciario o bartolinas. Este hecho, tenia una
desventaja, anteriormente, antes del uso del Gen Xpert, se comenzaba el tratamiento médico
solo con el reporte de la baciloscopia, sin saber si existia una resistencia o una sensibilidad

al medicamento rifampicina.

La implementacion del equipo Gen Xpert, trajo consigo una serie de ventajas, en primer
lugar, para el recurso técnico que manipula la muestra, se requiere un menor contacto con la
muestra para poder procesarla y obtener un resultado; comparado con la baciloscopia que

requiere un largo proceso desde el montaje del extendido, la coloracion y el examen



microscopico el cual demanda de mucho tiempo al observar 100 campos para poder emitir

un resultado.

Para poder preparar la muestra de esputo en el equipo Gen Xpert, se siguen los siguientes

pasos:

@ Abrir el frasco cuidadosamente.

@® Afadir directamente en el frasco de la muestra, 2 volumenes de buffer para un
volumen de muestra (proporcion 2:1), evitando la formacion de aerosoles.

@ Otra opcién en el caso de muestras demasiado viscosas que superen el volumen
recomendado es diluir la muestra, colocando un aproximado de 2 mililitros de esputo
en un recipiente aparte con graduacion volumeétrica.

® 1 mililitro de esputo es la cantidad minima, pero de 3-4 mililitros es la cantidad
requerida ideal.

@ Tapar y cerrar bien el frasco y agitar enérgicamente de 10 a 20 veces o utilizar un
mezclador vortex durante 10 segundos como minimo.

@ Después de homogenizada la muestra, esperar por 5 minutos e inocular 2.0 mililitros

de la muestra inactivada dentro del cartucho.

Una vez listo el cartucho, se inserta cuidadosamente con el codigo de barras hacia
adelante, al cerrar la puerta del mddulo con el cartucho, la prueba se iniciard

automaticamente.

Con el método de baciloscopia se requerian 3 muestras por paciente, con un promedio de
entre 8 a 10 dias en la emisidn del resultado el cual no incluia la sensibilidad ni resistencia.

Actualmente, con el Gen Xpert, se ha aumentado el nimero de emision de resultados los



cuales tienen un promedio de entre 1 a 2 dias, esta ventaja se deriva en parte por el nimero
de médulos (16) que tiene el equipo con el que cuenta la Unidad de Salud de lzalco, es
decir, se puede procesar 16 muestras al mismo tiempo, en muchisimo menor tiempo que

con el otro método (baciloscopia).

La emision del resultado diagndstico por parte del Gen Xpert, incluye la sensibilidad y
resistencia a la rifampicina, lo que ayuda al paciente a comenzar con un tratamiento
adecuado desde el inicio, caso contrario, con el reporte de la baciloscopia que se iniciaba

un tratamiento farmacoldgico sin saber si era resistente o sensible al medicamento.

Desde el afio 2018 hasta la fecha se ha visto un mejoramiento en la calidad de los
diagnosticos de tuberculosis en el centro penal, trayendo consigo ventajas también para
las personas privadas de libertad ya que se le da un tratamiento mas especifico desde un
principio; y al mismo tiempo ha significado un menor riesgo para el personal técnico

encargado de procesar las muestras.



CONCLUSIONES
A lo largo de la historia la tuberculosis ha sido catalogada como una de las enfermedades que
mas muertes ha causado y la mas mortifera por detras del Covid; sigue representando una

crisis de salud publica y una amenaza para la seguridad sanitaria.

Aungue esta presente en todos los paises y grupos de edad, es una enfermedad que se puede

curar y prevenir.

En los ultimos afios, gracias al avance de la tecnologia, mas especificamente, con la
implementacion de la biologia molecular, a través del equipamiento de los servicios de salud
publica con el equipo Gen Xpert Mtb/RIF, se ha logrado mejorar la calidad del diagnostico,
pudiéndose observar esta mejoria por medio de la calidad de los diagndsticos al incluir éstos
la sensibilidad y resistencia a la rifampicina, reduccion en el tiempo de emisién de resultados
y aumento en la cantidad de muestras procesadas en un solo dia. Ha beneficiado a la
poblacion de personas privadas de libertad del penal de lzalco, los cuales son de los pacientes
directamente favorecidos con el uso de esta tecnologia, al ser la Unidad de Salud del
municipio, la encargada de un 25% del total de los diagnosticos de tuberculosis en los

sintomaticos respiratorios de la poblacion menciona

Se estima que entre 2000 y 2021 se salvaron 74 millones de vida gracias al diagndstico y

tratamiento de la tuberculosis.
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