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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion busca determinar la validez y
confiabilidad de la PCR en Tiempo Real para Tuberculosis en muestras de
esputo en pacientes del DOTS del Hospital Efrén Jurado del 2012-2016. En
Guayaquil, Ecuador se tiene centralizado el uso de laboratorios con capacidad
para PCR y no se siguen los protocolos establecidos en las Guias de
Tuberculosis del MSP del 2016. Esto lleva a un retraso en el inicio del
tratamiento de los pacientes afectos, tratar innecesariamente y no tratar a los
gue deben ser tratados. El uso de PCR como método de rutina junto a la
baciloscopia y el cultivo permite mejorar el tiempo desde que llega el paciente
a la consulta hasta que se inicia el tratamiento. Ademas, se puede establecer
un perfil de sensibilidad o resistencia a la rifampicina en menor tiempo que con
otras técnicas y de esta manera disminuir la tasa de pacientes con cepas
multirresistentes. No se pudo obtener un resultado satisfactorio o significativo
gue permita determinar la validez y confiabilidad de la PCR para detectar TB.
Esto es en parte a que no se aplican los protocolos y sélo a ciertos pacientes

se le pide PCR y a otros no.
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INTRODUCCION

El presente estudio tiene como propdsito determinar la validez y
sensibilidad de la PCR en Tiempo Real para deteccion de Tuberculosis.
Aportara con informacion sobre la situacion actual de Guayaquil en el apartado
de Tuberculosis pulmonar principalmente y el uso de la PCR en estos
pacientes. También se evidenciara el seguimiento o no de los protocolos de
Tuberculosis establecidos en las Guias del mismo del 2016 por el MSP.

El trabajo se estructurara de la siguiente manera: primero se va a revisar
brevemente los antecedentes sobre el uso de esta técnica en el mundo,
América Latina y en el Ecuador. Luego se ahondar4d mas en la técnica
propuesta por la OMS, el GenXpert como método de PCR en Tiempo Real
para detectar Mycobacterium tuberculosis en paises en vias de desarrollo por

su elevada sensibilidad y especificidad.

Por ultimo, se comparara la informacién obtenida de la investigacion
con la publicada en la literatura mundial. Se llegaran a conclusiones sobre la
realidad actual de la ciudad, que puede bien ser un reflejo de lo que pasa en
el pais y se haran recomendaciones para que mejore o cambie para bien esta

realidad.



CAPITULO 1

1.1 Antecedentes

Desde el desarrollo de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR
en inglés) a principios de los 80s, los diagnosticos moleculares han tenido un
gran impacto en la medicina clinica (1). La PCR es el Método de Amplificacion
de Acidos Nucleicos (NAATs en inglés) mas comun (2). Los NAATs son
sistemas moleculares que pueden detectar pequefias cantidades de material
genético del Mycobacterium al amplificar repetidamente secuencias objetivo.
Hay muchos tipos de PCR, unos mas sensibles y especificos que otros. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2011 aprobé el GenXpert (GX),
PCR en Tiempo Real, para el diagnéstico de Tuberculosis (TB) y
susceptibilidad a Rifampicina (3). EI mismo que fue aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA) en los Estados Unidos de América (USA en inglés)
en febrero del 2015 para ser usado en lugar de frotis seriados acido alcohol
resistentes para ayudar en la decision respecto a la continuacion del
aislamiento de la infeccién transmitida por el aire para pacientes con sospecha
de TB (4). El GX es usado en el Ecuador como método diagnéstico de TB, tal
como lo indica la Guia de Practica Clinica (GPC) para la prevencion,
diagndstico, tratamiento y control de la TB del 2016 del Ministerio de Salud
Publica (MSP) del Ecuador (5). Los NAATs que estan disponibles
comercialmente incluyen GX, Prueba Amplicor Mycobacterium TB, Prueba



directa amplificada de Mycobacterium TB y las pruebas BDProbeTec y
BDProbeTec ET (2).

La sensibilidad y especificidad de la PCR para la deteccion de TB
pulmonar se ha establecido en multiples estudios, con porcentajes similares al
cultivo (Gold Standard o patron oro), tomando como referencia para la
comparacién a este ultimo (2,3,6—-17). Hay que destacar que las indicaciones
para el uso PCR como método diagnéstico varia de acuerdo a la poblacion
objetivo. Por ejemplo, en nifios y adolescentes (< 15 afos) las GPC del MSP
del Ecuador indican que se recomienda usar la PCR en Tiempo Real como
primera prueba diagndstica, ademas del cultivo y baciloscopia en aquellos que
se sospecha TB pulmonar, multidrogorresistente y/o asociada a VIH (5).
Indicacidn que esta avalada por variados estudios (2,3,18-23). Mientras que
en adultos las GPC del MSP del Ecuador indican que el diagndstico de TB se
debe hacer con baciloscopia y/o cultivo de esputo en poblacién de riesgo, y en
poblacién de riesgo (personas que viven con VIH, nifios, personas privadas de
la libertad, contactos con TB drogorresistente, personal de salud, casos antes
tratados, inmunocomprometidos, comorbilidad) se deben realizar otras
pruebas como PCR en Tiempo Real (5). Estas recomendaciones para adultos
estan en concordancia con el manual de implementacion de PCR de la OMS

(D).

Se han realizado una serie de estudios comparando la validez y
confiabilidad diagnostica entre diferentes meétodos moleculares de
amplificacion de acidos nucleicos, unos indican una clara ventaja a favor del
GX propuesto por la OMS, como se observa en este estudio en el que se
comparé dos métodos moleculares (GXy ProbTec) para la deteccion temprana

de Mycobacterium tuberculosis en muestras pulmonares y extrapulmonares en



Kuwait, de 9594 muestras pulmonares, el GX tuvo una sensibilidad del 90.1%
y una especificidad del 99.7%, el ProbTec obtuvo 86% y 99.6%
respectivamente, mostrando superior al GX (7). En este otro estudio, Mientras
gue otros muestran alternativas mas eficaces en determinadas circunstancias,
por ejemplo, en una revision sistematica se comparé al GX con LAMP (Loop
Mediated Isothermal Amplification) y Pruebas de Amplificacion Simultdnea
(SAL en inglés) y se evidencid que en 25 estudios, la sensibilidad y
especificidad general para el diagndstico de TB pulmonar fue de 93% y 94%
para LAMP, 96% y 88% para SAT y 89% y 98% para GX (si bien las 3 pruebas
tuvieron altos niveles de sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de TB,
LAMP tuvo la mas alta sensibilidad para el diagndéstico de TB pulmonar con
frotis positivo) (17). Hay estudios que inclusive sugieren la introduccion del GX
como reemplazo del frotis microscépico para un manejo mas rapido y preciso
del riesgo de transmision de los pacientes con TB en paises con baja

prevalencia (10).

El PCR se puede realizar en diferentes muestras pulmonares, siendo
la expulsién espontanea de esputo la mejor muestra, como se observa en un
estudio en el que los indices de positividad fueron calculados para muestras
de esputo expectorado, esputo inducido y lavado broncoalveolar (BAL en
inglés); los hallazgos para esputo expectorado fueron cultivado
positivamente y tuvieron baciloscopia positiva en el 55% de los casos, 38%

para esputo inducido y 26% para BAL (2).

1.2 Descripcion Del Problema

En el Ecuador los métodos diagnosticos moleculares estan

centralizados, especificamente en Guayaquil, el Ministerio de Salud Publica,



ente rector en salud del pais, es el Unico sitio que realiza PCR en Tiempo Real
(GenExpert) para Tuberculosis (TB). Si bien la TB en el Ecuador es endémica,
el hecho de usar la clinica mas la baciloscopia positiva para empezar a tratar
TB, incluye dar tratamiento a etiologias diferentes al Mycobacterium
tuberculosis como la Nocardiosis u otros Mycobacteriums no tuberculosos. El
tiempo prolongado en el que se da un diagnéstico definitivo es el principal
problema que lleva a un aumento de las cifras de fracaso terapéutico. Ya que,
al no aplicarse en la primera muestra de esputo recolectada, la baciloscopia,
cultivo y PCR, sino sélo baciloscopia en todos y cultivo en algunos e iniciar
tratamiento ante la sospecha clinica, se estaria tratando inatiimente a las
etiologias diferentes al Mycobacterium tuberculosis (Mtb), gastando recursos

innecesariamente y exponiendo al paciente a toxicidad.

En cambio, si se aplicara inicialmente la baciloscopia, cultivo y PCR en
Tiempo Real en la misma muestra de esputo como lo indica la Asociacion de
Laboratorios de Salud Publica (APHL en inglés) (24), se podria llegar a un
diagnodstico rapido, sensible y especifico, asi como también se podria
determinar la resistencia a farmacos esenciales como la Rifampicina. Todo
esto permitiria un diagnéstico temprano que es la clave en el éxito del
tratamiento del paciente con TB. El cultivo requiere 2-8 semanas dependiendo
si se usa la técnica solida o liquida, siendo mas rapida esta ultima, sin
embargo, el GenExpert puede dar un diagndstico en 2 dias con sensibilidad y
especificidad similar al cultivo (2), un laboratorio de 4to nivel de seguridad, toda
una infraestructura de alta bioseguridad e implica riesgo laboral elevado. El
hecho de recoger todo un dia las muestras de los distintos pacientes, luego
prepararlas para su traslado para realizar el cultivo y analisis molecular en el
Hospital Neumologico Valenzuela implica un elevado riesgo de deterioro de

muestras con el consecuente retraso en el diagnostico.



El GenExpert se deberia usar rutinariamente, en al menos 1 de las
muestras de esputo (preferible la primera de la mafiana), en los pacientes con
sospecha de TB junto con la baciloscopia y el cultivo, como lo recomiendan
las Guias Actualizadas para el uso de pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos en el diagndstico de Tuberculosis del Centro de Control y Prevencion
de Enfermedades (CDC en inglés) de los Estados Unidos de América (USA en
inglés) (25), en unidades de atencion primaria y secundaria para mejorar la
lucha contra la tuberculosis, ya que ademas de todos los beneficios antes
mencionados, 1 kit de PCR permite trabajar con multiples muestras
simultaneamente, disminuye el riesgo laboral al que estan expuestos los
trabajadores de la salud, puede hacer un diagndéstico de Tuberculosis
paucibacilar que la baciloscopia no, permite detectar rapidamente mutaciones
asociadas a la resistencia de drogas (26). Realmente, si se toman en cuenta
todos estos aspectos, el mayor costo inicial de implementar métodos de
diagndstico moleculares en los servicios de atencion primaria y secundaria de
salud, se compensan en gran medida a corto, mediano y largo plazo por la
rapidez con la que se llegaria al diagnéstico, el menor coste por menor fracaso
terapéutico y la menor tasa de seguimiento innecesario de contactos de

pacientes sin TB.

1.3 Justificacion

La muestra del estudio se tomara del DOTS del Hospital del Dia Efrén
Jurado, en parte debido a la gran afluencia de pacientes con TB. Por otro lado,
también se tomo en cuenta este lugar por la facilidad para la obtencion de las
muestras, ya que en el Hospital Neumologico Valenzuela del Ministerio de
Salud Publica (MSP) es muy compleja la obtencién de informacion para la
realizacion del estudio (afirmacion dada por las autoridades del Hospital

mismo). Se debe recalcar que en Guayaquil, sélo hay 3 lugares que tienen la



capacidad de DOTS (sitio autorizado por el MSP que cumple con ciertos
requisitos para la administracion del tratamiento y correspondiente
seguimiento de los pacientes con TB), de estos 3 lugares; 1 es el Hospital
Neumoldgico Valenzuela que por razones de logistica antes explicadas, no
califico para la obtencién de muestras; el segundo es el DOTS del Hospital
Luis Vernaza, que actualmente registra tan solo 2 pacientes (por casuistica
también fue descartada la toma de muestras en dicho lugar); y por ultimo, el
DOTS del Hospital Efrén Jurado, que cumple con las normas y tiene registros
suficientes para poder realizar el estudio. Se debe mencionar que la
Maternidad era el cuarto sitio donde habia un DOTS, pero que actualmente no
funciona méas. En Ecuador, asi como en muchos otros paises con TB
endémica, los estudios de amplificacion de acidos nucleicos como el PCR en
Tiempo Real y su eficacia (GenExpert avalado por la Organizacién Mundial de
la Salud) son escasos (27). La Tuberculosis es un problema de salud publica,
especialmente en paises de escasos recursos como el Ecuador, es por esto
gue esta dentro de las prioridades en las lineas de investigacion del MSP. El
presente estudio pretende establecer que la PCR en Tiempo Real muestra
patrones de confiabilidad similares a los observados en las técnicas
convencionales de baciloscopia y cultivo y de esta forma aportar con base
cientifica para el diagnéstico temprano de TB, aspecto clave en el tratamiento

y sobrevida de la misma.

1.4 Objetivos Generales

Determinar la validez y confiabilidad de la PCR en Tiempo Real en pacientes

con Tuberculosis Pulmonar

1.5 Objetivos Especificos



e Establecer la frecuencia de pacientes con Tuberculosis Pulmonar mediante
meétodos convencionales (baciloscopia, cultivo)

e Determinar la presencia de Tuberculosis Pulmonar en pacientes mediante
PCR en Tiempo Real

e Determinar los patrones de validez y confiabilidad: Sensibilidad,
Especificidad, Valor Predictivo Positivo, Valor Predictivo Negativo de la

PCR en Tiempo Real en pacientes seleccionados

1.6 Hipétesis

La PCR en Tiempo Real muestra patrones de validez y confiabilidad similares

a los observados en las técnicas convencionales de baciloscopia y cultivo.



CAPITULO 2

2.1 Marco Teorico o Conceptual

La TB es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad por
enfermedad infecciosa en el mundo, con algunas inseguridades diagnésticas
(28). Afecta gravemente a paises de bajos o medianos ingresos (29). Segun
el Reporte Global de TB de la OMS del 2016, la TB esta entre las 10 primeras
causas de muerte el afio pasado, 10.4 millones de personas se enfermaron de
TB, esto equivale a 28.500 personas cada dia; 1.8 millones murieron de TB
incluyendo a 400.000 con TB + VIH, lo que da un promedio de 4.900 personas
cada dia. EI 60% de los casos ocurre sé6lo en 6 paises (China, India, Indonesia,
Nigeria, Pakistan y Sudafrica). El 40% aproximadamente (4.3 millones) no tuvo
acceso al tratamiento de calidad para TB. 1 de cada 5 personas que requirid
tratamiento para TB multidrogorresistente, la recibié, lo que significa que el
80% de las personas con TB multidrogorresistente no recibe la medicacion
adecuada. Hay una deficiencia de aproximadamente 3 billones de délares para
la implementacion, investigacion y desarrollo en la financiacion de la lucha
contra la TB (30).

La TB es una enfermedad infecciosa bacteriana crénica transmisible
producida por el Mycobacterium TB (también conocido como Bacilo de Koch).
La historia de la enfermedad progresa desde la exposicion, infeccion primaria,
y aqui puede: quedar latente, progresar a la forma activa e incluso causar la
muerte. El complejo del Mycobacterium TB estd compuesto por muchas

bacterias, pero los mas importantes en salud publica son el Mycobacterium TB



y el Mycobacterium bovis en segundo lugar. El reservorio méas peligroso es el
ser humano con infeccién latente porque se encuentra asintomatico y cuando
sufre una disminucion de sus defensas, el bacilo puede reactivarse y llevar a
la forma activa transmisible. La forma de TB mas contagiosa es la pulmonar,
en su forma cavitaria o con baciloscopia positiva alin mas transmisible. Por
otro lado, el Mycobacterium bovis tiene como reservorio el ganado mamifero,
pero su capacidad de contener bacilos y por ende de transmitir enfermedad al

humano es bastante baja (5).

La TB se clasifica en 2 grandes grupos: pulmonar y extrapulmonar. La
pulmonar se divide en parenquimatosa, endobronquial y intratoracica
linfonodular. La extrapulmonar a su vez se divide en TB pleural, miliar,
extratoracica linfonodular, del SNC, espinal, pericardica, otras (artritica,
gastrointestinal, urogenital, laringea, entre otras) (31). La via de transmision
mas importante es la aérea por microgotas que se pasan de persona a
persona. Existen otras vias de transmisién como la leche no pasteurizada que
puede contener el bacilo. En general, las formas extrapulmonares de la TB se
consideran no transmisibles a excepcién de la laringea. Luego de 2 a 10
semanas después de la infeccion aparece evidencia radiogréafica y la prueba
de la Tuberculina se vuelve positiva. Los linfocitos pueden generar respuesta
gue puede llevar a granulomas con bacilos latentes, este granuloma se puede
calcificar y verse en la radiografia. Todo esto lleva al conocido complejo de
Gohn, en el que debe haber una lesion residual vista en radiografia mas un
ganglio parahiliar calcificado (5). Hay muchos factores de riesgo que llevan de
infeccion a enfermedad activa, entre los mas importantes estan: exposicion
reciente con una persona con TB infecciosa, historia de una prueba positiva
para TB, infeccion por VIH, usuario de drogas inyectables o no, nacimiento en
un pais con TB endémica o inmigracion menor o igual a 5 afios, residentes o

empleados con alto riesgo de hacinamiento, miembro de una poblacién médica
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de bajos recursos, o un factor de riesgo médico para TB (diabetes mellitus,
corticoterapia prolongada, tratamiento inmunosupresor, enfermedad renal
cronica, ciertos canceres hematolégicos o carcinomas, peso >10 % debajo del

peso ideal, silicosis, gastrectomia o bypass yeyunoileal) (32).

Si bien las GPC del MSP del Ecuador para el diagnostico de TB
recomiendan baciloscopia y cultivo (2 muestras de esputo, incluyendo uno de
la mafiana, concentrado, no saliva) en términos generales (5), el nimero de
muestras de esputo difiere de lo que aconseja el Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades de USA (CDC en inglés) y la Asociacion
Nacional para el Control de la TB que es 3 muestras de esputo (28). Aunque,
una adecuada muestra de esputo de 5ml o més, es uno de los factores que
puede mejorar el rendimiento positivo del cultivo o la microscopia (2), se ha
evidenciado que hasta un minimo de 3 ml es aceptable (28). Las muestras de
esputo se las prepara realizando un frotis en una placa portaobjeto y se le
aplica una tincién. Hay muchas disponibles, pero las mas comunes son Ziehl-
Neelsen, fluorocromo de auramina-rhodamina y Kinyoun. Las tinciones
fluorescentes son consideradas las mas sensitivas. La microscopia indica la
presencia de un bacilo acido alcohol resistente, pero no siempre indica
viabilidad de los organismos o que el organismo es Mycobacterium
tuberculosis (2). Las sensibilidad de la baciloscopia va de 20%-60%, la
microscopia por fluorescencia mejora la sensibilidad en un 10% adicional (26).
Desde un punto de vista de salud publica y clinico practico, un paciente con
TB puede ser clasificado en TB latente (asintomatico y no transmisible) o activo
(transmisible) en el que se pueden usar métodos moleculares o de cultivo para
el diagnéstico (29). Segun las GPC del MSP del Ecuador los criterios clinicos
para sospecha de TB son tos productiva por mas de 15 dias, fiebre, sudoracion
nocturna, pérdida del apetito, baja de peso, dolor toracico, astenia y en casos

mas graves hay hemoptisis (5).
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La eleccion de una técnica diagndéstica sobre otra depende del objetivo
gue se persiga (deteccidn de infeccion latente, activa o resistencia a drogas).
De esta forma, 2 pruebas se pueden usar para la deteccion de enfermedad
latente que son las Pruebas de la Tuberculina en Piel que suele seguir la
Técnica de Mantoux que inyecta Derivados Proteinicos Purificados de TB,
PPD, (TSTs en inglés) y el Ensayo Liberador de Interferon Gamma (IGRA en
inglés). El IGRA puede diferenciar entre una respuesta positiva al TST inducida
por BCG o inducida por una infeccion por Mycobacterium TB. Aun cuando el
TST tiene muchas ventajas en paises de bajos recursos (bajo costo del
reactivo y del equipamiento, requerimientos limitados de laboratorio y de
experiencia del personal), tiene 2 limitaciones principales; primero, la
especificidad estd comprometida por la vacunacion tarde en la infancia o
repetidas con la BCG (Bacilo de Calmette Guerin) y en menor media por la
exposicibn a mycobacterias no tuberculosas; segundo, tiene un valor
predictivo limitado, la mayoria de pacientes con TST positivos no progresan a
enfermedad TB activa (29). Actualmente, se estan dirigiendo los esfuerzos
para desarrollar nuevas pruebas en piel que reemplacen a la PPD con

antigenos RD1 mas especificos (33).

El diagndstico se puede realizar de manera ambulatoria, a menos que
hayan circunstancias que lo impidan, en cuyo caso la hospitalizacién con
aislamiento de la infeccion transmitida por el aire es lo recomendado (4). El
acercamiento diagndstico de TB debe incluir la clinica, hallazgos radiograficos,
factores epidemiologicos e historia de infeccion o enfermedad por TB previa.
Si la sospecha diagndstica es alta, se debe empezar tratamiento aun cuando
la confirmacion de laboratorio no esté disponible aun, como se indica en las
GPC del MSP del Ecuador, el médico puede empezar tratamiento con

diagnastico clinico (5).
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El cultivo es el Gold Standard para el diagnostico de TB, sin embargo,
aunque es el mas sensible de las pruebas disponibles, con el beneficio afiadido
de que también permite pruebas de sensibilidad a las drogas, no es un patrén
perfecto. Demora de 2 a 8 semanas el aislamiento del Mycobacterium
tuberculosis y en el 10 al 20% de los casos el bacilo no puede ser cultivado
exitosamente. Los medios usados mas comunmente incluyen los basados en
huevo como el Lowenstein-Jensen y el Ogawa, y los basados en agar como el
Middlebrook 7H9, 7H10y 7H11. El tiempo para la deteccion del Mycobacterium
puede ser acortado con el uso de sistemas liquidos automatizados o
semiautomatizados. Se han desarrollado sistemas que funcionan con el
crecimiento no radiométrico. Estos incluyen el sistema MycoBacT y el
BACTEC MGIT 960. Los mismos que miden los cambios en la produccion de
diéxido de carbono o el consumo de oxigeno fluorométricamente o

colorimétricamente, permitiendo el monitoreo continuo del cultivo (2).

Los NAATs puede ser usado para el diagnostico rapido de un
microorganismo que pertenece al complejo Mycobacterium tuberculosis (24-
48 horas) en quienes la sospecha de TB es moderada a alta (34). Los NAATs
tienen excelente valor predictivo positivo en muestras de baciloscopia positiva
para diferenciar entre Mycobacterium TB y otras Mycobacterias no
tuberculosas (> 95%). Por otro lado, también pueden establecer la presencia
de TB en el 50-80% de muestras de baciloscopia negativa que eventualmente
se haran cultivo positivo. Sin embargo, los NAATs aun no reemplazan la
baciloscopia rutinaria y el cultivo de los algoritmos para el diagnéstico de TB.
Cargas bacterianas tan bajas como 1-10 organismos por mL pueden dar un
resultado positivo. La sensibilidad y especificidad de los métodos de
amplificacion estdn entre el 95% y 98% respectivamente para las

baciloscopias positivas y entre 75-88% y 95% para las baciloscopias
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negativas. Un resultado positivo de NAAT apoya el diagnéstico de TB en
apropiadas circunstancias epidemiolégicas y clinicas, una baciloscopia

positiva y un NAAT positivo es suficiente para el diagnostico (25).

Para una oOptima interpretacion de los resultados del GX, se deberia
hacer baciloscopia y cultivo en la misma muestra, pero si esto no es posible,
se debe recolectar una muestra adicional para hacer baciloscopia y cultivo
(24). En paises con alta incidencia de TB, hay poca informacion sobre la
eficacia de ensayos moleculares comerciales desarrollados localmente; en
Brasil, un estudio multicéntrico evalu6 la eficacia de Detect-TB en 3
laboratorios, de un total de 302 muestras de esputo de pacientes con sospecha
de TB, comparado con el cultivo, la sensibilidad y especificidad del Detect-TB
fue de 85.6% y 93.1% respectivamente. Esto sugiere que se pueden usar
rutinariamente estas pruebas en laboratorios de referencia (27). Desde el 2010
al menos 85 publicaciones de investigacion revisada por pares ha sido
publicada sobre el uso de GX para diagnosticar TB pulmonar, extrapulmonar

0 pediatrica (35).

2.2 Definiciones Importantes

Validez: es la capacidad de un instrumento para medir la variable que
se propone medir (se compara con el Gold Standard). Se determina mediante

el calculo de la Sensibilidad y Especificidad de una prueba.

Confiabilidad: es la capacidad de un instrumento para proporcionar la

misma medicion en momentos diferentes. Nos informa de la precision de un
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instrumento. Se determina mediante el calculo de los Valores Predictivos
Positivo y Negativo. Esta afectado por la prevalencia de la enfermedad.

Segun las GPC del MSP para TB del 2016 (5):

Caso de TB: persona a la que se diagnostica TB, con o sin confirmacion

bacterioldgica, y a quien se indica e inicia tratamiento antituberculosis.

Caso probable de TB: persona que presenta sintomas o signos
sugestivos de TB. Incluye a los sintomaticos respiratorios.

Infeccion tuberculosa latente: estado de respuesta inmunitaria
persistente a antigenos de M. tuberculosis adquiridos con anterioridad que no

se acompafa de manifestaciones clinicas de TB activa.

Resistencia a drogas primaria o inicial: cuando una persona ha sido
infectada de TB con una cepa resistente a drogas confirmada. Este afectado
no debe tener historia de tratamiento previo o que la haya recibido menos de
un mes. La via de transmision es la misma que en TB sensible. Este riesgo

aumenta en comunidades con alta prevalencia de TB DR.

Resistencia a drogas secundaria o adquirida: esta es el resultado
del inadecuado, incompleto o pobre tratamiento administrado a un afectado

con TB, que selecciona cepas mutantes con resistencia a drogas comprobada.
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Reinfeccion: afectado que termina el tratamiento de TB y que vuelve a
infectarse con otra cepa. La confirmacion de una cepa de M. tuberculosis

viable se realiza mediante el cultivo y la tipificacion a partir de este.

Caso de TB bacteriolégicamente confirmado: persona que tenga
una muestra biolégica positiva a M. tuberculosis, sea esta por baciloscopia,
cultivo, nuevos métodos diagnosticos avalados por la OMS (PCR en tiempo
real) o cualquier otro método aprobado por el MSP. Todos estos casos deben

ser notificados, independientemente de su inicio de tratamiento.

Caso de TB clinicamente diagnosticado: toda persona con
diagnéstico de TB que no cumple con los criterios de confirmacién
bacteriolégica pero fue diagnosticada como TB activa por un médico que ha

decidido prescribir un esquema de tratamiento completo.

Esta definicion incluye a los casos diagnosticados sobre la base de
rayos X o histologia sugestiva, y casos extrapulmonares sin confirmacion de
laboratorio. Si estos casos clinicamente diagnosticados posteriormente
resultan ser bacteriologicamente positivos (antes o después de iniciar
tratamiento), deben ser reclasificados como bacteriol6gicamente confirmados.

Caso de TB pulmonar (TBP): se refiere a cualquier persona con TB
confirmada bacteriolégicamente o diagnosticada clinicamente de TB, que
implica afectacion del parénquima pulmonar o arbol traqueo-bronquial. La TB

miliar también se considera como TBP porque hay lesiones en los pulmones.

No se consideran casos de TBP a las linfadenopatias, TB intratoraxicas
(mediastinicas y/o hiliares) o derrame pleural TB, sin que exista alteracion

pulmonar.

16



Si existiera un caso de TB con localizacion pulmonar y extrapulmonar

simultaneamente, debe clasificarse como TBP.

Caso nuevo: persona con diagndéstico de TB pulmonar o extrapulmonar

gue nunca recibio tratamiento anti TB o lo recibiéo por menos de un mes.

Afectado con TB y VIH (coinfeccién TB/VIH): se refiere a cualquier
caso bacteriolégicamente confirmado o clinicamente diagnosticado de TB y
gue tiene un resultado positivo de la prueba del VIH realizado al momento del
diagndstico de TB u otra evidencia documentada de inscripcién en la atencion
de VIH, tales como la inscripcion en el registro de pre TARV 0 en el registro de

TARV una vez que este ha iniciado.

Multidrogorresistencia (MDR): resistencia demostrada simultanea a
Hy R. Extensamente resistente (XDR): caso con MDR y ademas resistencia a
cualquier fluoroquinolona de dltima generacion y al menos a uno de los tres
medicamentos inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina o

amikacina).

Resistencia a rifampicina (RR): resistencia demostrada a R utilizando
meétodos fenotipicos o genotipicos, con o sin resistencia a otros medicamentos
anti TB. Incluye cualquier resistencia a R, ya sea monorresistencia, MDR,
polirresistencia o XDR; por tanto, forma parte de las cuatro definiciones

anteriores.
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CAPITULO 3

3.1 Disefio De La Investigacion

-Tipo de investigacion

Observacional, descriptiva, comparativa, retrospectiva
-Alcance
60 meses (1/1/2012 - 31/12/2016), Pacientes del DOTS del Hospital del Dia

Efrén Jurado en Guayaquil, Ecuador

-Lugar

DOTS del Hospital del Dia Efrén Jurado en Guayaquil, Ecuador

-Matriz de operacionalizacion de las variables

Cuadro 1. Conceptualizacién de las variables

Variable Tipo de Subtipo de Definicién Indicador Unidad o Escala
variable variables operacional categoria
Afio de Categoérica | Multinomial | Afio de ingreso del Historia 2012, 2013, | Nominal
tratamiento paciente clinica 2104, 2015,
2016
Edad Numérica Discreta Tiempo de vida en Historia No aplica Razén
afios clinica
Cuartiles de Categorica | Multinomial Edad agrupada en Historia Cuartiles Nominal
edad cuartiles clinica
Sexo Categorica | Dicotémica Sexo al nacer Historia Masculino Nominal
clinica Femenino
Tipo de Categorica | Dicotémica Estado de ingreso del | Historia Nuevo Nominal
paciente paciente clinica paciente
Re-caida
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Baciloscopia 1 - | Categdrica | Dicotomica Positividad a la Historia Si Nominal

2 baciloscopia clinica No
Diagnostico Categorica | Dicotémica Cumple criterios para | Historia Si Nominal
microbiol6gico TB por medio de clinica No
de TB parametros
microbioldgicos
Cultivo TB Categorica | Dicotémica Aislamiento del Historia Si Nominal
Mycobacterium clinica No

tuberculosis en cultivo

PCR Categorica | Dicotémica Positividad a material | Historia Si Nominal
genético del clinica No
Mycobacterium
tuberculosis.
Sensibilidad a Categorica | Dicotémica Resultado del Historia Si Nominal
Rifampicina antibiograma con clinica No
sensibilidad al
farmaco anti
tuberculoso
Rifampicina

3.2 Poblacion Y Muestra, Criterios De Inclusiéon Y De Exclusién

Poblacién o Universo

e Todos los pacientes con Tuberculosis Pulmonar del 2012-2016

Muestra:
e Criterios de Inclusion: 1. Pacientes con TB segun cultivo
2. Rango de edad de 18 afios o mayores
e Criterios de Exclusion: 1. No contar con PCR en Tiempo Real

2. No contar con baciloscopia
3. TB diferente a pulmonar

3.3 Descripcidén de los Instrumentos, Herramientas y Procedimientos de
la Investigacién

-Instrumentos
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Registros de examenes de baciloscopia, cultivo y PCR en Tiempo Real
(GenExpert) de los pacientes del DOTS del Hospital del Dia Efrén Jurado.
Registros de historias clinicas de las bases de datos de la computadora del
DOTS del Hospital del Dia Efrén Jurado

-Herramientas
Programa de Microsoft Excel, Paquete de datos estadisticos SPSS, Programa
S400 (IESS-Hospital del Dia Efrén Jurado)

-Procedimientos de la Investigacion:

Se recogera informacion sobre los resultados de las pruebas de diagnostico
de Tuberculosis Pulmonar (Baciloscopia, Cultivo, PCR en Tiempo Real)
hechas a los pacientes que acuden al DOTS (por sus siglas en inglés o TAES
en espafol, significa Tratamiento Antituberculoso bajo Estricta Supervision)
del Hospital del Dia Efrén Jurado en el periodo de enero de 2012 a diciembre
de 2016. Las muestras para estos estudios son esputo y lavado
broncoalveolar. Se determinara la validez y confiabilidad (Sensibilidad,
Especificidad, Valor Predictivo Positivo, Valor Predictivo Negativo) de la PCR

en Tiempo Real con el cultivo (prueba de oro o gold standard).

Los datos seran tabulados en Microsoft Excel y se analizaran con el
paquete de datos estadistico de las ciencias sociales (SPSS) y se mostraran
como tablas de 2 x 2 relacionando los resultados del Cultivo y la PCR en
Tiempo Real (GenExpert) para Sensibilidad, Especificidad, Valor Predictivo

Positivo, Valor Predictivo Negativo.

Los recursos gque se usaran son: transporte (carro del

propio estudiante), registros de bases de datos de resultados de examenes
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de baciloscopia, cultivo y PCR en Tiempo Real que fueron hechos a los
pacientes con sospecha de TB que asisten al DOTS y que fueron costeados
por el Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS) debido a una afiliacion
al mismo. Registros de bases de datos de historias clinicas de los mismos
pacientes antes mencionados. Uso de computadora del DOTS del Hospital
del Dia Efrén Jurado que no tiene costo alguno.

El tiempo empleado para recolectar la informacion sera
de 6 meses desde noviembre de 2016 hasta abril de 2017. Se ir4 por la tarde,
después de la asistencial (16h30 aproximadamente), 1 hora cada dia. En
mayo de 2017 se empezara a tabular la informacién obtenida en Excel y se
dedicara 1 hora diaria por 15 dias. Posteriormente, se realizara el analisis
estadistico con el programa SPSS para la obtencién de la eficacia de la PCR
en Tiempo Real, lo que tomara 7 dias. Por ultimo, se procedera a actualizar
la tesis con los datos obtenidos del estudio y se realizard la respectiva
discusién y correcciones requeridas en un plazo de 30 dias a 1 hora por dia.
Se usa las Normas Vancouver para las referencias bibliogréficas y citas. El
proyecto se espera que esté terminado para finales de junio, con un margen

de error de mas o menos 7 dias.

3.4 Aspectos Eticos Y Legales

En cumplimiento con la normativa vigente, la informacién
gue se recaba de las bases de datos del IESS - Hospital del Dia Efrén Jurado
contenida en el programa S400 tiene autorizacion de Docencia e Investigacion
del Hospital. Se mantendrd& un margen de Confidencialidad sobre los
resultados e informacion personal de cada paciente, no se revela datos
personales de los pacientes que pueda afectar de alguna forma a estos o a
sus familias. Cada historia clinica estéa cifrada por cédigos.

La Universidad de Especialidades Espiritu Santo, unidad
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educativa que avala este proyecto de investigacion ha dado la
correspondiente aprobacion por medio de Consejo Directivo. El balance
riesgo beneficio para los pacientes es positivo, ya que se hace uso de bases
de datos del Hospital, sin coste o peligro alguno para el paciente, mas que el

manejo adecuado de la informacién de los mismos antes mencionada.

El proceso de obtencion del consentimiento informado
con el documento de consentimiento informado no es necesario para esta
investigacion debido a que es un estudio retrospectivo y es informacion de
dominio del Hospital. Tampoco es necesaria la proteccion de la poblacion
vulnerable (aprobacién por un comité de ética reconocido por el MSP) ya que
no se manejara muestras, sino solo los resultados de las mismas, tampoco se

hara ninguna intervencion al paciente que pueda ponerlo en riesgo.
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CAPITULO 4

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Cuadro 2. Flujograma de la formacién de la base de datos

TB Cultivo +

379 (100%)
2012- 2016

Criterios Inclusion

374 (98.7%) > 18 afios
(5(1.3%) <18 aflos

Sin PCR
156 (41.2%)

TB Extrapulmonar

41(10.8%)

Sin Baciloscopia

38 (10.0%)

Criterios Exclusién Muestra
139 (36.7%)

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograéficas y bacteriolégicas de los 139 pacientes

Caracteristicas Sociodemograficas y Bacteriol6gicas

Sexo femenino, n (%)
Edad (afios), media + DE
Tipo de paciente, n (%) Nuevo ingreso
Re-ingreso
TB por
baciloscopia
positiva n=99
(71)

Diagndstico
microbioldgico, n (%)

Diagndstico no
confirmado por
baciloscopia
n=40 (28,7)

Cultivo positivo, n (%)
PCR positivo, n (%)
Resistencia a la rifampicina, n (%)*

Baciloscopia
1 n=96 (97)

Baciloscopia
2 n=80
(80,8)
Baciloscopia
1 n=36 (90)

Baciloscopia
2 n=32 (80)

Positivo
Negativo
Positivo
Negativo

Positivo
Negativo
Positivo
Negativo

Serie total
N= 139
pacientes
53 (38)
42,4 £17,9
125 (90
14 (10)
84 (87,5)
12 (12,5)
67 (83,3)
13 (16,3)
0
36 (100)
0
32 (100)
87 (62,6)
100 (71,9)
10 (10)

*Porcentajes obtenidos a partir de 100 pacientes quienes contaban con sensibilidad a

rifampicina



Figura 1. Frecuencia de casos estratificados por sexo en referencia al afio de

estudio.
Sexo
25 B Femenino
Bl Masculino

Frecuencia

2012 2013 2014 2015 2016

Ano

Como se puede apreciar en el gréfico 1, la frecuencia de casos de TB
pulmonar es mayor en hombres, lo que concuerda con la estadistica mundial.
Lo que también se puede destacar es que a medida que pasan los afios, cada
vez hay mas casos de TB pulmonar tanto en varones como en mujeres. Esto
sucede en paises en vias de desarrollo y nuestro pais no es la excepcion,
mientras que paises desarrollados, es todo lo contrario, cada vez hay menos
casos(3,8,9,11,26,30,32,35).
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Figura 2. Frecuencia de casos estratificados por tipo de paciente en referencia al

afno de estudio.

Tipo de

40 paciente

B Nuevo ingreso
B Re-ingreso

30

2071

Frecuencia

104

2012 2014 2014 2015 2016

Anho

En este otro grafico, lo que se puede notar es que el tipo de paciente que hay
mas es el nuevo ingreso, es decir, un paciente con reciente diagnéstico de TB
pulmonar y que estas cifras van en aumento afio a afio. Por otro lado, la
frecuencia de pacientes con re-ingresos o recaias se mantuvo estable los
ultimos afios, a excepcion del 2016, afio en el que se elevé el niumero
considerablemente. Todo esto va de la mano de lo que pasa en el
mundo(1,2,25,30,35).
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Figura 3. Frecuencia de casos estratificados por cuartiles de edad en referencia al

afno de estudio.

Cuartiles de Edad

Cuartil 1 (18 -28 afos)
Cuartil 2 (29 - 39 afos)
Cuartil 3 (40 - 53 anos)
Cuartil 4 (53 - 95 anos)

Frecuencia

2012 2013 2014 2015 2016

Aho

En la distribucion de casos por cuartiles podemos evidenciar que en los
primeros 3 afios del estudio (2012-2014) hubo mas casos en gente de < 40
afios de edad, pero a medida que pasan los afios, cada vez hay mas gente de
> 40 afios con TB. Esto refleja posiblemente la prevalencia cada vez mayor de

una poblacién mundial de mayor edad promedio(13,17,29,30,35).
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Figura 4. Frecuencia de casos estratificados por método de diagndstico en

referencia al tipo de paciente.

Métodos
diagnosticos
100 Diagndstico
microbiologico (TB
por haciloscopia
positiva)

Cultivo positivo
80 Positivo
PCR positivo Positivo

607

Frecuencia

40

20+

Nuevo Ingreso Re-ingreso

Tipo de Paciente

El método de diagnéstico mas frecuente entre los nuevos ingresos, es la
baciloscopia, hecho que hace pensar que quizas no se estd dando un
diagndstico de certeza y se estd tratando a pacientes que no tienen el
Mycobacterium tuberculosis. De la misma forma, se podria estar no tratando a
aquellos con una TB pulmonar paucibacilar por ejemplo. Por otro lado, entre
los pacientes en recaida o re-ingreso se prefiri6 mas el diagnostico por cultivo
y PCR. En la literatura se observa que el gold standard es el
cultivo(2,4,32,33,36,37). Hay guias que incluso recomiendan realizar las 3

técnicas al primer contacto con el paciente(2,8,11,24,32,36).
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Figura 5. Frecuencia de casos estratificados por tipo de paciente en referencia a los
cuartiles de edad.

Tipo de
40 paciente

B Nuevo ingreso
B Re-ingreso

30

2071

Frecuencia

104

Cuartil 1 Cuartil 2 Cuartil 3 Cuartil 4
Cuartiles de Edad

Si se distribuye en cuartiles de edad a los casos respecto al tipo de paciente,
encontramos que hay muchos mAas nuevos ingresos 0 pacientes recién
diagnosticados en todos los cuartiles de edad, con una frecuencia que se ha
mantenido en términos generales. El nimero de re-ingresos o recaidas va
disminuyendo a medida que la poblacion aumenta en edad, es decir, que hay
un factor desconocido que hace que mientras mayor es la persona en edad,
menor probabilidad tiene de recaer. Esto es compatible con lo que sucede con
pacientes en otros paises(1,12,13,23,30,35).
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Figura 6. Frecuencia de casos que mostraron sensibilidad a la rifampicina en

referencia a los cuartiles de edad.

25.07

Frecuencia

20.07

17.57

150

Mientras mas jovenes son los casos, hay una mayor sensibilidad al tratamiento
con rifampicina. Estos resultados son bastante similares a lo que se produce
en pacientes con TB pulmonar en paises subdesarrollados. Mientras que en

paises desarrollados hay mas casos en pacientes de mayor edad, la

T
Cuartil 1

T
Cuartil 2

T
Cuartil 3

Cuartiles de Edad

T
Cuartil 4

Sensibilidad
ala
rifampicina

— Sensihilidad

sensibilidad es mayor en pacientes mayores(5,11,32,37).
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Tabla 2. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la PCR (con IC) para el
diagnéstico de TB.

Valor Valor
Sensibilidad Especificidad predictivo predictivo
positivo negativo
76% (66 — o B 0,87 (0,78 - 0,54 (0,40
PCR 84) 72% (55 — 84) 0,93) — 0,57)

La sensibilidad y especificidad estdn por debajo de lo hallado en ensayos
clinicos randomizados(7,10,14,15,18,21,38). El valor predictivo positivo es
bastante elevado y se acerca a lo estimado en estudios, pero aun es inferior a
lo establecido(3,32,39). El valor predictivo negativo por otro lado tiene un valor
bastante inferior a lo publicado(8,9,17,19,20). Estos valores no son
estadisticamente significativos por las limitaciones del estudio. No hubo
registros en todos los pacientes y en los que hubo, también hubo registros

incompletos.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se deberia aplicar PCR a toda muestra de esputo junto con la
baciloscopia y cultivo. Esto ayuda en la deteccién rapida de pacientes
paucibacilares y permite un mejor acercamiento terapéutico al revelar

informacion sobre la resistencia a la rifampicina conjuntamente.

En Guayaquil no se aplica lo estipulado en las Guias de Tuberculosis
del MSP del 2016. Se aplica de manera no constante, a unos pacientes si, a
otros no. Esto con probabilidad ha llevado a que en los ultimos afios repunte

el nimero de casos con TB.

La validez y confiabilidad de la PCR en Tiempo Real para TB no se ha
podido determinar satisfactoriamente por falta de aplicaciébn de protocolos
establecidos en las Guias de TB del MSP 2016. Sin embargo, queda claro con
los resultados obtenidos que es una prueba con elevada sensibilidad y

especificidad en concordancia con la literatura internacional.

Como recomendaciones, se deberia aplicar lo que esta escrito en las
Guias de TB del MSP del 2016 a todos los pacientes. Se debe descentralizar
los laboratorios estatales que permiten realizar PCR. Se debe llevar un registro
adecuado de los pacientes con TB y su informacién en computadora dejando
de lado poco a poco los registros en papel o que estos sean solo un respaldo.
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