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RESUMEN

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria que causa una de las enfermedades mas
prevalentes e incidentes en el Peru, debido a eso es considerado un problema de salud
publica y se han hecho esfuerzo para la deteccion temprana de la enfermedad y
promover la adherencia al tratamiento. Por eso, es importante en laboratorio, elegir el
método que ayude mejor al diagnostico de la enfermedad considerando la sensibilidad y
especificidad.

Obijetivo: En este estudio se determind el nivel de asociacion entre las coloraciones de
Ziehl-Neelsen (ZN) y Auramina - O (AU) para la deteccion de la bacteria
Mycobacterium tuberculosis en biopsias del Hospital Nacional Dos de Mayo entre
enero y agosto del 2015.

Materiales y Métodos: El presente trabajo de investigacion es un estudio analitico,

retrospectivo de corte transversal. Para ello se recolectdo 73 resultados de biopsias
coloreadas con ZN y AU. Se us0 el programa estadistico de acceso libre Epilnfo para el
analisis de asociacion de acuerdo a la prueba exacta de Fisher con una significancia del
5%.

Resultados: De acuerdo a la coloracion ZN, la prevalencia de positivos a tuberculosis
de 13.7% y segun la coloracion AU, 50.7%. Y segun la prueba exacta de Fisher se
obtuvo un p>0.05 que indica que NO existe asociacion estadisticamente significativa
entre los resultados de ZN y AU. La sensibilidad de la prueba de auramina es de 50% y

la especificidad es de 49.2% con respecto a Ziehl-Neelsen como prueba estandar.

PALABRAS CLAVE: TUBERCULOSIS, ZIEHL-NEELEN, AURAMINA,
SENSIBILIDAD



ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis is a bacterium that causes one of the most prevalent diseases
and incidents in Peru, because it is considered a public health problem and efforts have
been made to detect the disease early and promote adherence to treatment. Therefore, it is
important in the laboratory to choose the method that best helps the diagnosis of the disease

considering the sensitivity and specificity.

Obijective: In this study the level of association between Ziehl-Neelsen (ZN) and Auramine
—O (AU) colorations was determined for the detection of Mycobacterium tuberculosis
bacteria in biopsies of the Dos de Mayo National Hospital between January and August
2015.

Materials and Methods: The present research work is an analytical, retrospective, cross-

sectional study. For this, 73 results of biopsies colored with ZN and AU were collected.
The free access statistical program Epilnfo was used for the association analysis according

to Fisher's exact test with a significance of 5%.

Results: According to the ZN coloration, the prevalence of positive to tuberculosis of
13.7% and according to the coloration AU 50.7%. And according to Fisher's exact test, a p>
0.05 was obtained indicating that there is no statistically significant association between the
results of ZN and AU. The sensitivity of the auramine test is 50% and the specificity is

49.2% with respect to Ziehl-Neelsen as a standard test.

KEY WORDS: TUBERCULOSIS, ZIEHL-NEELEN, AURAMINE, SENSITIVITY



INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad prevenible y curable, sin embargo, se ha convertido en
un importante problema de salud global debido a la resistencia que adquiere la bacteria
causante a los medicamentos de primera linea. En nuestro pais, se notifican alrededor de 27
mil casos nuevos de enfermedad activa y se concentra principalmente en los sectores

socioecondmicos bajos de los departamentos de la costa central y la selva (MINSA, 2012).

Las medidas de control en nuestro pais, es notificar los casos identificados y brindar el
tratamiento de forma gratuita. Por eso, dentro del esquema de diagnostico de tratamiento,
ademas de los sintomas, estan las pruebas de laboratorio. Las pruebas de tamizaje como la
baciloscopia identifican por medio de una lamina coloreada la presencia de la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. Luego, viene las pruebas de confirmacion como el cultivo,

prueba MODS y la prueba de PCR. (MINSA, 2006).

La coloracién convencional en baciloscopia es la Ziehl-Neelsen, sin embargo, la
interpretacion de este método requiere la lectura de varios campos en la ldamina, por eso la
OMS recomienda el uso de técnicas fluorescentes como Auramina en laboratorios que
manejan mas de 50 muestras diarias. Sin embargo, la técnica de Auramina no esta muy bien
difundida en los laboratorios nacionales. Puede deberse a la difusion de otras técnicas mas
sensibles. En este estudio se determiné el nivel de asociacion entre las coloraciones de
Ziehl-Neelsen (ZN) y Auramina - O (AU) para la deteccion de la bacteria Mycobacterium

tuberculosis en biopsias del Hospital Nacional Dos de Mayo entre enero y agosto del 2015.



CAPITULO I. DESCRIPCION Y FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del problema

A nivel mundial se reporté en el 2016, 10.4 millones de personas enfermaron de
tuberculosis (TBC) y 1.7 millones murieron por esta enfermedad. De estas muertes, el
95% se producen en paises de ingresos bajos y medianos como Perdl (OMS, 2017). La
TBC en nuestro pais ocupa el décimo quinto lugar de las causas de muerte (MINSA,
2014) y anualmente se notifican alrededor de 27 mil casos nuevos de enfermedad activa,
por lo que somos uno de los paises con mayor cantidad de casos de TBC en las

Américas (Centro Nacional de Epidemiologia-MINSA, 2017).

La TBC, a pesar que es una enfermedad prevenible y curable, es considerado un
problema de salud pdblica debido a la resistencia que adquiere la bacteria a los
medicamentos convencionales. La tuberculosis multirresistente (TB-MDR) vy
extensamente resistente (TB XDR) son problemas emergentes un problema emergente
que se han convertido en una amenaza para la seguridad sanitaria, pues el esquema de
tratamiento se prolonga y aumenta el nimero de antibidticos que debe consumir el

paciente. (MINSA, 2016).



TBC en Perl esta sujeta a vigilancia epidemioldgica y de notificacion obligatoria
aprobada con Resolucion Ministerial N° 948- 2012/MINSA, que establece los procesos
para evaluar el impacto de estrategias de prevencion y control, asi como generar
evidencias que permitan optimizar la toma de decisiones (Alarcon y col., 2017). Dentro
del esquema de confirmacion de diagndstico de TBC, se encuentran las pruebas de

laboratorio como la baciloscopia (busqueda de Mycobacterium tuberculosis).

La baciloscopia es una prueba rutinaria para el diagnostico y para el seguimiento del
tratamiento que consiste en la lectura de laminas coloreadas; sin embargo, el cultivo es
mas sensible y especifico para detectar la presencia de bacteria (aumenta el 20 a 25% de
los casos positivos comparado con baciloscopia) (MINSA, 2006). De acuerdo a las
recomendaciones de la OMS y la Union Internacional Contra la Tuberculosis y
Enfermedades Respiratorias (UICTER), consideran que la coloracion de Ziehl-Neelsen
es la técnica recomendada para baciloscopia en América Latina, por ser reproducible y

econdmica (OPS, 2008).

Estas organizaciones también hacen hincapié que en aquellos laboratorios que reciben
mas de 50 muestras diarias, se debe utilizar técnicas de fluorescencia como Auramina
que agiliza el trabajo pues asi se asegura la calidad de las lecturas. Esto se debe a que la
coloracion Ziehl-Neelsen puede tener baja sensibilidad por la tediosa labor de la lectura

de las laminas; mientras que la coloracién de Auramina requiere menos campos de
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lectura (Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica,

2008).

Por lo expuesto, se ha llevado a cabo esfuerzos encaminados a la deteccion temprana de
la enfermedad y en estimular a los pacientes a concluir su tratamiento. Debido a ello,
este estudio se considera relevante para evaluar las mejores metodologias para la

deteccién de la bacteria causante de la enfermedad.

1.2 Formulacion del problema

Pregunta general
¢Cudl es el nivel de asociacion entre las coloraciones de Ziehl-Neelsen y Auramina
para la deteccion de la bacteria Mycobacterium tuberculosis en biopsias del Hospital

Nacional Dos de Mayo entre enero y agosto del 20177

Preguntas especificas

e ;Cual es la prevalencia de tuberculosis positiva de acuerdo a la coloracién de Ziehl-
Neelsen?

e ;Cual es la prevalencia de tuberculosis positiva de acuerdo a la coloracion de
Auramina?

e ;Cual es la sensibilidad y especificidad de la prueba Auramina con respecto a la

prueba de Ziehl-Neelsen?
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1.3 Objetivos

Objetivo General
Determinar el nivel de asociacion entre las coloraciones de Ziehl-Neelsen y
Auramina para la deteccion de la bacteria Mycobacterium tuberculosis en biopsias

del Hospital Nacional Dos de Mayo entre enero y agosto del 2015.

Objetivos Especificos

e Determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba Auramina con respecto a la
prueba de Ziehl-Neelsen.

e Determinar la prevalencia de tuberculosis positiva de acuerdo a la coloracion de
Ziehl-Neelsen.

e Determinar la prevalencia de tuberculosis positiva de acuerdo a la coloracion de

Auramina.

1.4 Justificacion

En nuestro pais, la tuberculosis es una enfermedad con alta prevalencia e incidencia
debido a la falta de adherencia de los pacientes al tratamiento y convirtiéndose en un
foco infeccioso a otras personas de su entorno. La bacteria causante de la enfermedad
tiene la caracteristica de adquirir resistencia a la primera linea de medicamentos, por
ello, esta enfermedad es considerada un problema de salud publica pues se extiende el

tratamiento y costos.
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En el esquema diagndstico para la TBC, estan las pruebas de laboratorio. La prueba
rutinaria es la baciloscopia que consiste en la coloracion de muestras sobre una lamina,
siendo la coloracién convencional Zielh-Neelsen en los laboratorios nacionales. Sin
embargo, también en la literatura se ha encontrado la coloracion fluorescente como la
Auramina mostrando sus ventajas como su mayor sensibilidad y rapidez en la
interpretacion por el uso de menor cantidad de campos y por tanto un menor cansancio

del microscopista.

Lastimosamente, en nuestro pais no existen muchos estudios sobre comparacion de
estas dos técnicas ya que desde hace mucho tiempo se ha asumido que Zielh-Neelsen es
la mejor en las prueba rutinaria de diagnéstico de TBC. Si bien es cierto que la primera
es mas econdmica por no requerir un microscopio de fluorescencia, es necesario
sustentar la necesidad de las técnicas necesarias para mejorar la sensibilidad del

diagnostico para tuberculosis.

Por eso, este estudio es muy importante para sentar precedente en la evaluacion de las

dos técnicas que pueden complementarse a nivel nacional, por el bien del diagnostico

oportuno del paciente y hacer seguimiento a su tratamiento.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Martinez y col., (2014) implementaron el protocolo de la tincién de auramina-
rodamina para uso rutinario del diagnéstico microscépico de. Para esto, hicieron un
andlisis de concordancia con 222 muestras mediante la comparacion de la técnica de
Ziehl-Neelsen y Auramina Rodamina utilizando como referencia el cultivo en
medio Léwenstein Jensen. Encontraron una mayor sensibilidad con auramina de

91.95% vs 81.57% y con una ligera mayor especificidad de 97.86% vs 95.71%.

Montenegro y col., (2015) evaluaron la eficacia de la técnica de PCR para la
deteccion de tuberculosis en tejidos y compararon esos resultados con la
baciloscopia y la histologia del granuloma. Se analizaron 444 biopsias de diferentes
tejidos (ganglios, piel, pleura, pulmdn, intestino, y otros) de 5 distintos tipos de
granulomas. Los resultados conseguidos demuestran que PCR fue superior a
baciloscopia. G1: PCR 69,6%, baciloscopia 31,3%; G2: PCR 26,8%, baciloscopia
6,1%; G3: PCR 16,7%, baciloscopia 6,7%; G4: PCR 7%, baciloscopia 4%; G5:
PCR 6,7%, baciloscopia 0%. Se concluyé que el diagndstico molecular de
tuberculosis adaptado a tejidos fijados es mas eficaz, rapido, sensible y contribuye a

la precision del diagnostico diferencial de granulomas.
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Neves 1., (2017) evalu6 el costo promedio la actividad del diagnostico de
laboratorio de la TB a través de técnicas convencionales y de la prueba molecular en
un Hospital General de alta complejidad de la red pablica de salud. El estudio del
costo fue realizado por medio de datos primarios, recogidos en el Laboratorio de
Investigacion en Micobacterias de la Facultad de Medicina de la Universidad
Federal de Minas Gerais (LPM / FM / UFMG) en el afio 2013. Los resultados del
costo promedio fueron de R $ 23,50 / R $ 13,13 para baciloscopia por Ziehl-Neelsen
(ZN) y Auramina (AU) respectivamente. Este resultado servira para la toma de

decisiones del Hospital para la ayuda diagnostica de la enfermedad.

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Tuberculosis

Es una enfermedad multisistematica infecciosa principalmente pulmonar causada
por la bacteria Mycobacterium tuberculosis. (Santalla y col., 2012). A pesar de que
el diagnostico y tratamiento temprano lograria la curacion en un gran porcentaje de
los pacientes, los abandonos de tratamiento, falta de diagnostico de los casos y la
resistencia a farmacos convencionales, generan que la tuberculosis en la actualidad

siga siendo un gran problema de salud publica.

La tuberculosis causa principal de muerte en el mundo, pues mata a unos 1.5
millones de personas cada afo; alrededor de un tercio de la poblacion mundial esta

infectada por el microorganismo causante (Kindt, 2007).
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Segln la OMS en el 2016, 10.4 millones de personas enfermaron de tuberculosis
(TBC) y 1.7 millones fallecieron debido a esta enfermedad (OMS, 2017). Las
personas VIH positivas tienen prevalencia de contraer tuberculosis reactivada o
primaria ademas de un episodio de reinfeccion exogena. En pacientes con
tuberculosis coinfectados con VIH tienen un riesgo de 8% anual, comparado con
el riesgo del 8 al 10% de por vida en las personas que son VIH negativas.

(Mendoza A & Iglesias D, 2008)

2.2.2 Mycobacterium tuberculosis

Su principal caracteristica es ser bacterias acido alcohol resistente, por la presencia
de lipidos en su pared celular. Son bacilos gram positivos, de 0.2 — 0.7 x 1-10
micras, curvados (ligeramente), aerobios e inmdviles no esporulados, lo que hace
que su superficie sea hidrofdbica y confiere a las micobacterias resistencia frente a
muchos decolorantes y frente a las tinciones rutinarias como la coloracion GRAM

(Jawetz y col., 2013).

Debido a la complejidad de su pared celular, las micobacterias crecen lentamente,
ya gue son muy exigentes desde el punto de vista nutricional, y se dividen cada 12 a
24 horas. Para un aislamiento puede necesitar entre 3 a 8 semanas de incubacién. Su

pared celular también es responsable de su resistencia a detergentes, antibidticos
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antibacterianos frecuentes, antigenicidad, formacion de agregados) (Ministerio de

Salud de Argentina, 2014)

Las micobacterias contindan siendo una causa muy importante de morbilidad y
mortalidad, especialmente en los paises con recursos sanitarios limitados en
regiones de pobreza. Las siguientes especies son las causante de infecciones en el
ser humano: M. tuberculosis, M. leprae, complejo M. avium, M. kansasii, M.

fortuitum, M. chelonae y M. abscessus.(Jawetz y col., 2013).

2.2.3 Patogénesis

Las micobacterias son expulsadas en gotas que tienen menos de 25 um de diametro
cuando una persona infectada tose, estornuda o habla, estas gotas se evaporan y
dejan microorganismos que por su pequefio tamafio después de inhalados pueden ser
depositados en los alvéolos (Jawetz y col., 2013). Una vez en el interior de ellos, el
sistema inmune reacciona con la liberacion de citosinas y linfocinas que estimulan a

monocitos y macrofagos.

Los bacilos empiezan a multiplicarse dentro de los macro6fagos y unos de ellos, por
tener una mayor capacidad de destruir el microorganismo, sin embargo algunos

pueden ser destruidos. La eficacia de la destruccion bacteriana depende del tamafio
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del foco de infeccion. Los granulomas que son un conjunto localizado de
macrofagos activados evitan la diseminacion de las bacterias. Estos macrofagos
pueden penetrar granulomas pequefios (menores de 3 mm) Yy destruir los

microorganismos encontrados en su interior. (Murray y col., 2009)

Los linfocitos activadores de macrdfagos se sitian rodeando e intentando destruir
los bacilos dando lugar al granuloma tuberculoso. En la mayoria de casos, este
sistema defensivo controla la infeccion y se reabsorbe dejando tan sélo una pequefia
cicatriz fibrosa la cual, posteriormente se calcifica. En estas circunstancias es
posible que la primera infeccion haya sido asintomatica; lo que queda es la memoria
inmunoldgica la cual es manifestada con la prueba de la tuberculina lo cual
diferencia  individuos infectados (tuberculina positiva) de los no infectados

(tuberculina negativos) (Lozano, 2002).

Sin embargo, los granulomas de mayor tamafio son encapsulados con fibrina y
protegen adecuadamente a las bacterias de la eliminacion producida por los
macrofagos. Los bacilos pueden permanecer ocultos en esta fase 0 se pueden
reactivar algunos afios mas tarde, en el momento en que disminuye la respuesta
inmunitaria del paciente como consecuencia de alguna enfermedad o tratamiento

inmunosupresor o la edad (Murray y col., 2009).
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Dos meses después de la exposicion, aparecen en los pulmones las lesiones
patgenas propias de la infeccion; pueden surgir dos tipos de lesiones, que se
describiran en Histopatologia: la lesion de tipo exudativa, en la cual estan presentes
polimorfonucleares y monocitos alrededor de los bacilos tuberculosos; y la tipo

productiva, donde se desarrolla un granuloma crénico (Jawetz y col., 2013).

Un aproximado del 5% desarrolla la enfermedad en el primer afio, mientras que otro
5% lo hard como reactivacion de los bacilos persistentes dentro del foco de

infeccion (Rodriguez, 2006).

2.2.4 Epidemiologia

Un tercio de la poblacion mundial esta infectada con tuberculosis, alrededor de 15
millones desarrollen la enfermedad activa durante un periodo determinado. En el
2011, aproximadamente 8.7 millones de nuevos casos de tuberculosis en el mundo.
Alrededor de 5.1 millones de estos casos ocurrieron en Asia, 2.2 millones, en
Africa. Esta incidencia varia segin la etnia, sexo, edad, pais y nivel
socioeconomico. Los paises que informaron mayor nimero de casos fueron India y
China, sin embargo, Sudéfrica tiene la incidencia maxima: 993/100.000 (Tierney D

& Nardell E, 2018).

A nivel mundial, la tasa de incidencia de tuberculosis varia ampliamente entre los

paises (Ver ANEXO 1). EI mayor porcentaje de nuevos casos se reportaron en los
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paises de las regiones de AsiaSudoriental - Pacifico Occidental (58%) y Africa
(28%). En 2016, al igual que en 2015, 10,4 millones de personas enfermaron de
tuberculosis la cual sigue siendo la principal causa de muerte en todo el mundo de
un Unico agente infeccioso. En 2016, 490 000 tenian tuberculosis resistente a
multiples farmacos (TB-MDR) de 480,000 en 2015. Al menos la mitad (47%) de

estos casos se registraron en la India, China y la Federacion de Rusia (WHO, 2017).

2.2.5 Epidemiologia en Peru

La tuberculosis ocupa el décimo quinto lugar de las causas de muerte en el Perl
(Alarcon y col., 2017). Para el afio 2012 en la region de América y el Caribe se
estimo una incidencia de tuberculosis de 29 casos por 100 mil habitantes, la tercera
parte de nuevos casos fueron en la region andina de Sudamérica. Ademas el 60% de
los casos nuevos se enfocaron en los siguientes paises: Bolivia, Haiti, Guayana y
Perd, estos fueron los paises donde se reportd las mas altas tasas de incidencia en

toda la region de las Américas y el Caribe (MINSA, 2016) .

Para el afio 2015, se estimd un total de 37 mil casos de tuberculosis, con una tasa de
incidencia de 119 casos por 100 mil habitantes y 2500 fallecidos por esta
enfermedad. En la siguiente tabla se presenta la poblacion, nimero de casos e

indicadores epidemioldgicos de tuberculosis segun regiones de salud para el afio
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2015 (ver ANEXO 2), donde Lima Metropolitana y la Region Callao notificaron el
59,3% de todos los casos de TB a nivel nacional en el afio 2015 (Alarcon y col.,

2017).

2.2.6 Signosy sintomas

Inicialmente son poco expresivos, en la mayor parte de los casos, lo que puede
llevar a demoras diagnésticas de varias semanas, incluso meses. Si bien la
tuberculosis se produce en el pulmoén, el cual es llamado Tuberculosis pulmonar,
también puede ocurrir en otros Organos, en este caso recibe el nombre de

Tuberculosis Extrapulmonar.

Los sintomas mas frecuentes en la Tuberculosis Pulmonar son la tos con
expectoracion por 15 dias 0 méas (en algunas ocasiones con sangre). Entre algunos
otros sintomas encontramos la pérdida del apetito, cansancio, sudoracion y calentura

en las noches, dolores toracicos, fiebre prolongada en algunos casos (CDC, 2018a).

2.3 Métodos de diagnostico

a. DIAGNOSTICO DE INFECCION TUBERCULOSA

La prueba cutdnea con tuberculina (PPD) es utilizada para la detecciéon de
infeccion latente por M. tuberculosis. Tiene sensibilidad y especificidad baja,
solo es utilizado para para diferenciar entre infeccion activa y latente.
Resultados falsos negativos son comunes en pacientes inmunodeprimidos.

También hay falsos positivos en vacunados o personas con infecciones por
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micobacterias no tuberculosas. Cabe recalcar que la prueba de tuberculina
positiva no es sindnimo de enfermedad tuberculosa, s6lo indica contacto previo

con el bacilo tuberculoso (CDC, 2018b).

b. COLORACION ZEELH NEELSEN

Es una técnica de tincion diferencial rapida y econdémica, usada para la
identificacion de bacterias acido-alcohol resistentes (BAAR), como M.
tuberculosis. Descrita inicialmente por los siguientes médicos alemanes: Franz

Ziehl, bacteriologo, y Friedrich Neelsen, patdlogo (Murray y col., 2009).

La coloracion Ziehl-Neelsen requiere calor par que el colorante atraviese la
pared bacteriana. Al eliminar calor y enfriar con agua, provoca un nuevo solido
de los acidos grasos de modo que el colorante ya no puede salir de las bacterias.

(MINSA, 2006)

En tejidos, Mycobacterium tuberculosis son delgadas estructuras cilindricas y
rectas, los cuales se caracterizan por su capacidad de decoloracion, el alcohol
acido decolora rapidamente todas las bacterias, excepto las micobacterias. Tal
resistencia es gracias a su pared celular. La técnica de Ziehl-Neelsen se emplea
para la tincion y la identificacion de las bacterias acidorresistentes (Jawetz y

col., 2013).
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Variante histol6gica

Los reactivos necesarios para el procedimiento son los siguientes: acido
peryodico, fucsina fenicada. Durante el procedimiento se desparafina e hidrata
los cortes, acido periddico 5%, durante 10 min, luego se procede a lavar con
agua destilada. Como paso siguiente se agrega fucsina fenicada por 15 min, al
finalizar se procede con decolorar en alcohol acido al 50%, lavar con agua
destilada, colorear con hematoxilina por 10 min. Los resultados son Bacilos

Acido Alcohol Resistente rojo (Universidad de Vigo, 2018).

c. COLORACION CON AURAMINA (Tincion con fluorocromo)

En la tinciobn con fluorocromos, entre estos tenemos al colorante
auramina, la rodamina o la mezcla de ambas (auramina-rodamina).
Las coloraciones con auramina O y auramina-rodamina resultan de la union
fisicoquimica entre el colorante primario y la pared micobacteriana. De estas
coloraciones los BAAR se observan fluorescentes de color amarillo a
naranja con  auramina, sobre un fondo negro-verdoso al utilizar
permanganato de potasio como colorante de contraste (Merck, 2016; Pérez y

col., 2002).

La gran ventaja del uso de fluorocromos es que permiten la deteccion de

BAAR en menos tiempo comparado con la técnica convencional (Ziehl-
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Neelsen), por los objetivos de bajo poder que puedes ser usados, ya sea 20X 0
40X incluso 10X, para luego confirmar con objetivo de inmersién (100X).

(OPS, 2008).

En los laboratorios grandes donde la carga diaria de frotices es abundante, se
recomienda el uso de la microscopia de fluorescencia. La gran desventaja es
el costo, ya que este método utiliza microscopio de fluorescencia y sus reactivos
comparados con los de Zeelh-Neelsen, son de precio elevado(Pérez y col.,

2002).

d. CULTIVO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Es el método gold estandar para la deteccion de esta bacteria, ya que la
recuperacion del  microorganismo a partir del cultivo es esencial para el
establecimiento del diagnostico concreto de la enfermedad. La sensibilidad
del cultivo no es total, ya que estas micobacterias pueden no liberarse o morir
por accién del decontaminante. Se recomienda cultivar todas las, porque
permite detectar 10 micobacterias/ml y la posterior identificacion de la bacteria

asi como pruebas de susceptibilidad a drogas (Pérez et al., 2002)

Los medios de cultivo utilizados para el aislamiento de Mycobacterium
tuberculosis pueden ser solidos o liquidos, incubados a 37°C con un 10%

de CO2. La desventaja principal es que requieren de hasta 8 semanas de

24



incubacién para obtener un aislamiento. A partir del cultivo es posible
evaluar la apariencia de las colonias y realizar pruebas bioquimicas
(Positividad de niacina, reduccion de nitratos a nitritos, catalasa débil)
(Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica,

2008).

e. REACCION EN CADENA POLIMERASA (PCR)

Es la técnica para deteccion rapida y directa de M. tuberculosis; su sensibilidad
global es de 55 a 90%, y su especificidad se acerca a 99%. Tiene su sensibilidad
méaxima cuando se aplica a muestras en que se detectaron con certeza bacilos

acidorresistentes en las extensiones (Pérez et al., 2002).

2.4. Definicion de términos basicos

- SENSIBILIDAD: Es la capacidad de la prueba para detectar la enfermedad en
sujetos enfermos.

- ESPECIFICIDAD: Es la capacidad de la prueba para dar como casos negativos los
casos realmente sano.

- PRUEBA DE TAMIZAJE: o también conocido como cribado, despistaje,
deteccion sistematica, examen colectivo y screening (anglicismo) para referirse a
estrategia aplicada para detectar una enfermedad en individuos sin signos o
sintomas de una enfermedad.

- PRUEBA CONFIRMATORIA: es aquella que con seguridad logra identificar la

enfermedad, tiene mayor capacidad de especificidad.
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2.5. Hipdtesis

Hipotesis alterna: Las coloraciones de Ziehl-Neelsen y Auramina tienen
asociacion estadisticamente significativa para la deteccion de Mycobacterium
tuberculosis en muestras clinicas del Hospital Nacional Dos de Mayo entre enero y
agosto del 2015.

Hipdtesis nula: Las coloraciones de Ziehl-Neelsen y Auramina NO tienen
asociacion estadisticamente significativa para la deteccion de Mycobacterium
tuberculosis en muestras clinicas del Hospital Nacional Dos de Mayo entre enero y

agosto del 2015.
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CAPITULO Il METODO

3.1.Tipoy disefo de estudio

Estudio analitico, retrospectivo de corte transversal y disefio no experimental.

3.2.Pablacion

Muestras de biopsias fijadas en formol y embebidas en parafina coloreadas con Ziehl-
Neelsen y Auramina para la deteccion de Mycobacterium tuberculosis en el Hospital
Nacional Dos de Mayo entre enero y agosto del 2015.

e Criterios de inclusion: biopsias que fueron coloreadas Ziehl-Neelsen y Auramina.

e Criterios de exclusion: Ninguno

3.3.Muestra
No existe tamafio muestral en este estudio, pues se consideraran todas las biopsias
fijadas en formol y embebidas en parafina que llegaron al laboratorio para la deteccion

de tuberculosis entre enero y agosto del 2015.
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3.4.Variables y operacionalizacién

Variable Fuente Tipo Indicador
Variable principal: Nominal
Registros de laboratorio Positivo/Negativo
Resultado de Auramina O dicotomico

Variable principal:

Nominal
Resultado de Zeihl Registros de laboratorio Positivo/Negativo
dicotémico
Neelsen
Variable dependiente: De acuerdo al analisis de o
Cuantitativo
Sensibilidad y los resultados de %

Auramina y Ziehl-Neelsen | continuo

especificidad de Auramina

3.5.Recoleccion de datos e instrumento

Se recolectaron resultados de las muestras coloreadas con Ziehl-Neelsen y
Auramina para la deteccion de Mycobacterium tuberculosis en el Hospital
Nacional Dos de Mayo entre enero y agosto del 2015. Para ello, la fuente de los
datos fue el registro de resultados de laboratorio y se utilizd6 un formato de

recoleccidn de datos simple que no necesito ser validado (ver ANEXO 3).
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3.6.Procedimientos, Materiales y equipos

Se recibid la aprobacion del comité de ética de la Universidad Nacional Federico
Villarreal y la aprobacion del laboratorio del Hospital Dos de Mayo para recolectar
los datos en el area de Patologia. De acuerdo a los registros del laboratorio, se
recolectaron 73 resultados de muestras a quienes les solicitaban la identificacion
de Mycobacterium tuberculosis en lamina y fueron coloreadas con Ziehl-Neelsen y

Auramina.

Se anotaron los resultados con las dos coloraciones en cada paciente. La
coloracion de Auramina estaba en etapa de prueba pues el resultado final era dado

por Ziehl-Neelsen, por eso solo existe 73 resultados entre enero y agosto del 2015.

3.7.Andlisis de datos

Luego de terminar con la recoleccion de los datos, estos fueron transcritos en una
hoja Excel por duplicado y con el control de consistencia y depuracion, para evitar
errores inherentes del procedimiento, teniendo en cuenta que la columna de codigos
del paciente no se ingresa al Excel. Después, los datos fueron codificados e
ingresados al programa estadistico de acceso libre Epilnfo v2.7 para el analisis de

frecuencias, asociacion segun Fisher con una significancia del 5%.
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Tambien se hizo el célculo de la sensibilidad y especificidad, usando la siguiente

formula:
Sensibilidad = YP % 100
VP + FNO
Especificidad = WM % 100
VN + FP

Para ello, el método de comparacion es la coloracion Auramina y el método

estandar es Ziehl-Neelsen.

3.8.Aspectos éticos

El presente estudio se categorizO como exento de revision debido a que no se
considero identificadores personales del paciente en el andlisis de los datos. Ademas
todos los formatos de recoleccion se resguardaron en un escritorio de uso exclusivo
para estudio; mientras que los documento virtuales se guardaron en una
computadora con contrasefia de acceso restringido solo al investigador principal,

para mantener la confidencialidad del caso.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1 Resultados:

De un total de 73 muestras de biopsias, coloreadas con Ziehl Neelsen y Auramina,
se encontr6 lo siguiente: 10 muestras resultaron positivas con Ziehl Neelsen,
correspondiendo a un 13.7% de prevalencia de TBC del total de muestras; mientras
que 37 muestras resultaron positivas a Auramina dando una prevalencia del 50.7% a

TBC. Estos resultados se observan en el siguiente grafico. (Grafico N°1)

Prevalencia de tuberculosis Prevalencia de tuberculosis
con Auramina O (n=73) con Ziehl-Neelsen (n=73)

49.3% 50.7%

B POSITWOS  m MEGATIVOS

GRAFICO N°1: PREVALENCIA DE TUBERCULOSIS SEGUN LAS TECNICAS
DE COLORACION ENTRE ENERO Y AGOSTO DEL 2015 EN EL HOSPITAL

NACIONAL DOS DE MAYO

31



Las muestras positivas a Auramina fueron 37, sélo 5 de estas tienen resultado
positivo a Ziehl Neelsen y 32, resultado negativo. Con respecto a las muestras con
resultado negativo a Auramina, 31 coinciden con la coloracién ZN, mientras que 5
resultaron positivas a ZN tal como se observa en el Gréafico N°2.

De acuerdo a la prueba exacta de Fisher realizado por en el programa estadistico
Epilnfo, se obtuvo un p>0.05 que indica que NO existe asociacion estadisticamente

significativa entre los resultados de Ziehl Neelsen y Auramina.

Resultados de AU y ZN

35 32 31
30
25
20
15

10
5 5

5
. ] ]
AU positivo AU negativo
m ZN positivo 5 5
m ZN negativo 32 31

®m ZN positivo m ZN negativo

|Prueba exacta de Fisher | p=1.00 (>0.05) | Nivel de confianza 95%

GRAFICO N°2: NIVEL DE ASOCIACION DE LA

COLORACION ZIEHL-NEELSEN (ZN) Y AURAMINA (AU)
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Considerando a Ziehl Neelsen como prueba estandar hubo 32 Falsos positivo (FP),

5 Verdaderos positivo (VP), 5 Falsos negativo (FN) y 31 Verdaderos negativo (VN)

para Auramina.

Se encontr6 que la sensibilidad de la prueba de Auramina es de 50% vy la

especificidad es de 49.2% tal como se observa en la Tabla N°2.

TABLA N°2: SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE AURAMINA

RESPECTO A ZIEHL-NEELSEN

Resultados ZN positivo ZN negativo Total
AU positivo 5 (VP) 32 (FP) 37
AU negativo 5 (FN) 31 (VN) 36
Total 10 63 73
VP: Verdadero positivo Sensibilidad: 50.0%
FN: Falso negativo Especificidad: 49.2%

FP: Falso positivo
VN: Verdadero negativo
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4.2 Discusiones:

El presente estudio nos ha permitido conocer el nivel de asociacion existente entre las
coloraciones de Ziehl-Neelsen y Auramina para la deteccion de la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. Para ello, se recolectaron resultados de biopsias fijadas
en formol y embebidas en parafina coloreadas con las dos técnicas del Hospital

Nacional Dos de Mayo entre enero y agosto del 2015.

La evaluacion inicial consisti6 en conocer la poblacion a quienes se les solicita
descarte de tuberculosis mediante sus biopsias, ver detalle en ANEXO 4. De los 73
pacientes, 56.2% son del sexo femenino. Sin embargo, se ha evidenciado que la
prevalencia mayor esta en los varones con alrededor de 60% (Alarcon y col., 2017),
mientras que en este estudio esta casi equiparada. Puede deberse a la poca cantidad de

muestras que se ha considerado comparando con otros estudios.

Con respecto a las muestras provenientes de los pacientes, el 20.5% y 15.1%
correspondieron a biopsia pleural y de ganglios, respectivamente; por ende es evidente
que los servicios que solicitan con mayor frecuencia estas pruebas son infectologia
(25%), neumologia (20.8%) y cabeza y cuello (15.3%). Esta frecuencia es similar a un
estudio en Per0 que indica que los tejidos mas frecuentes analizados fueron ganglios
linfaticos (33%), piel (13%), pleura (11%) y pulmén (10%), ver ANEXO 5 (

Montenegro y col., 2014).
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En cuanto a las edades, en este estudio el promedio es 35.5 +/- 15.4 (de 8 a 82 afios) y
no hubo diferencia significativa entre ambos sexos. Esta edad si coincide con otros
estudios que indican que alrededor del 80% de las personas con TBC son
econémicamente activas (15-35) (Alarcon y col., 2017; Bonilla, 2008). Por tanto, es
importante poner esfuerzos en este grupo tanto para el diagndstico oportuno y el

seguimiento a su tratamiento por tener un impacto econémico a nivel nacional.

De acuerdo a la coloracion Ziehl-Neelsen (ZN), la prevalencia de positivos a
tuberculosis entre enero y agosto del 2015 en el HNDM fue de 13.7% y segun la
coloracion Auramina (AU) 50.7%. Se evidencia una gran diferencia en la deteccion de
los pacientes positivos de ambas técnicas. Sin embargo, para este estudio, nuestra
prueba de referencia es ZN y por tanto, AU tiene elevado numero de falsos positivos.
Esto contradice los antecedentes que comparan estos métodos, pues indican que AU es
mas sensible y sus resultados son mas cercano a PCR (Barron y col., 2006; Trusov y

col., 2009).

A pesar de la evidente diferencia en los resultados de AU y ZN, se aplicd la prueba
estadistica exacta de Fisher y se obtuvo un p>0.05, por lo que indicaria que NO existe
asociacion estadisticamente significativa entre los resultados de las dos técnicas. Esto
se debe principalmente a que AU tiene mas resultados positivos a TBC que ZN y segun
otros estudios, esto se puede deber a que ZN tiene muy baja sensibilidad,
especialmente en muestras histolégicas embebidas en parafina (Barron y col., 2006;

Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, 2008).
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En cuanto a la sensibilidad, al no contar con una prueba gold estandar como PCR, se
tuvo como referencia la técnica de ZN para determinar la sensibilidad y especificidad
de AU. En este estudio, AU tiene una sensibilidad de 50% y la especificidad es de
49.2%. En otros estudios se encontro variabilidad de AU de acuerdo a la prueba con la
que se compara; cuando se compara con ZN tiene sensibilidad de 80% (Kirwan y col.,
2016) y con MODS de 36% (Lawrence y col., 2016), pero en ambos se concluye que

tiene mayor sensibilidad que ZN.

De acuerdo a la literatura donde indican que ZN es mas sensible que AU, podriamos
interpretar para este estudio que los falsos positivos de AU (pacientes con resultados
positivos sin tener enfermedad) segin ZN, en verdad serian verdaderos positivos
(pacientes con enfermedad). Por lo tanto, existiria un gran numero de falsos negativos

(pacientes con resultaos negativos teniendo la enfermedad) en la prueba de ZN (32/75).

Por todo lo expuesto, no se puede aceptar nuestra hipotesis, pues se ha demostrado que
ambas técnicas no estan asociadas. Pero, si confiamos en que AU debe ser considerada
para futuras evaluaciones con un metodo de referencia mejor que ZN. Ambas técnicas
tienen el mismo principio y son rapidas, pero ZN es mas barata por no necesitar de un
microscopio de fluorescencia. A pesar de eso, se debe sopesar la prioridad del estado

peruano con respecto a la ayuda diagnostica de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

No existe asociacion estadisticamente significativa entre los resultados de Ziehl-
Neelsen y Auramina.

La prevalencia de positivos a tuberculosis, segun la coloracion Ziehl - Neelsen
fue de 13.7% entre enero y agosto del 2015 en el HNDM.

La prevalencia de positivos a tuberculosis, segin la coloracion Auramina fue de
50.7% entre enero y agosto del 2015 en el HNDM.

La sensibilidad de la prueba de auramina es de 50% y la especificidad es de

49.2% con respecto a Ziehl-Neelsen como prueba estandar.
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RECOMENDACIONES

La investigacion y vigilancia epidemioldgica de enfermedades como la tuberculosis
son muy importantes y necesarias. Por eso, se recomienda mayores estudios con
este tema, sobretodo de intervencion.

Se debe promover el financiamiento a méas estudios de investigacion, pues este
estudio se limit6 a comparar dos pruebas, debido a que una tercera como el PCR
para comparar resulta muy costosa.

Es recomendable realizar estudios con méas poblacion, pues de esta forma se puede
contribuir a la epidemiologia nacional y contribuir al éxito de estudios de
intervencion.

Es importante comparar y buscar nuevos métodos de tamizaje y confirmacion para

mejorar la calidad de los resultados en favor de los pacientes y la salud publica
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ANEXOS

ANEXO 1

TASAS DE INCIDENCIA DE TBC ESTIMADA POR PAISES 2014

Fuente: WHO. Reporte Global de Tubercuwlosis, 2015
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ANEXO 2

TASAS DE INCIDENCIA DE TBC SEGUN REGIONES DE SALUD EN PERU,
2015

Tabla 1. Casos y tasas poblacionales de tuberculosis, segin regiones de salud, Perd afio 2015

Morbilidad Incidencia Incid. TEP FP Mortalidad
Reglén Poblacién  Casos Tasa Casos Tasa Casos Tasa Casos Tasa
Callao 1 010 315 2 489 2473 2204 2181 121 1258 129 128
Lima Este 2601 751 5521 2122 4915 1889 24929 1126 126 4.8
Lima Ciudad 4 037 774 7 909 1959 B 657 164 .9 4 300 106.5 218 54
Madre de Dios 137 316 222 1617 208 1515 160 16,5 11 B.0
Ucayali 495 522 734 1481 B459 1310 458 82,6 33 6.7
Loreto 1 039 372 1382 1339 1 266 1218 B840 BO.B 61 59
Tacna 341 838 432 1264 385 112,86 247 723 ] 1.8
lea TET 170 a01 1145 761 9a,7 463 588 35 4.4
Lima Sur 2 250 594 24489 108.8 2128 946 1 361 60.5 Fa 3.2
Moguegua 180 477 163 90,3 153 84,8 a0 409 7 39
Lima Provincia O48 132 BEE 91,3 736 776 426 449 48 51
La Libertad 1 859 640 1425 76,6 1270 68,3 804 432 5@ 30
Lambayeque 1 260 650 BO2 63,6 718 57,0 464 36,8 30 24
Junin 1 350 783 B33 61,7 T60 56,3 429 s 53 39
Areguipa 1 287 206 750 58,3 672 522 376 292 38 30
Ancash 1148 634 646 56,2 577 50,2 368 20 36 31
Hudnuco BE0 537 452 525 432 502 33 364 12 1,4
San Martin B40 790 421 50,1 389 46,3 220 262 36 43
Cusco 1316 729 608 45,2 586 445 348 26,4 45 34
Tumbes 237 685 a0 41,7 87 36,6 62 261 <] 38
Ayacucho GBB 65T 244 354 227 3o 144 209 17 25
Pasco 304 158 101 332 ar 39 62 204 2 07
Piura 1844 129 586 B 546 296 297 16,1 18 1,0
Amazonas 422 629 123 291 119 282 64 15,1 0 0,0
Puno 1415 608 420 297 396 280 225 159 42 30
Apurimac 458 B30 92 201 84 18,3 42 92 B 1,7
Huancavelica 404 963 81 16,4 75 15,2 50 10,1 5 1,0
Cajamarca 1520 755 217 14,2 202 13,2 113 T4 10 07
PERU 31151643 30988 99,5 27 299 BT B 16 927 543 1162 37

Fuente: ESNPCT — MINSA, orden descendente de acuerdo a8 tasas de incidencia
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ANEXO 3

FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

Elaborado por:
Responsable de Laboratorio:

Fecha de recoleccion:

Ivan Posso
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Firma del investigador
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ANEXO N°4

Caracteristicas de los pacientes (n=73)

Sexo
Sexo Frecuencia %
Femenino 41 56.2%
Masculino 32 43.8%
Edad (afios)

Media +/- DS Femenino Masculino
35.5 +/- 15.4 34.9 +/- 16.2 36.2 +/- 14.4
Especimenes
Muestra Frecuencia %
Biopsia Pleural 15 20.50%
Biopsia de ganglios 11 15.10%
Biopsia de mama 6 8.20%
Biopsia gastrica 5 6.80%
Biopsia de piel 5 6.80%
Tumor 4 5.50%
Biopsia de Pulmon 2 2.70%
Biopsia endobronquial 2 2.70%
Biopsia de cuerdas vocales 2 2.70%
Otros 23 31.5%
Servicio de procedencia
Servicio Frecuencia %
Infectologia 18 25.0%
Neumologia 15 20.8%
Cabeza y cuello 11 15.3%
Ambulatorio 7 9.7%
Oncologia 4 5.6%
Gastroenterologia 3 4.2%
Dermatologia 3 4.2%
Ginecologia 3 4.2%
Otros 9 11.0%
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ANEXO N°5

FRECUENCIA DE BIOPSIAS POSITIVAS A TUBERCULOSIS SEGUN TIPO DE
TEJIDO Y DE LESION GRANULOMATOSA

Tipo tejido n (%) Baciloscopia positiva RPC positiva Granuloma predominante
n o (%) n (%) no (%)
Ganglio 126 (332) 20 (159) 65 (51,6) Gl: 83 (659)
Pie 49 (129 2 @41 12 (245) Gl: 20 (408)
Pleura 8 (1) 16 (37 31 (12 Gl: 37 (86))
Puimon 39 (103) 7 (179 2 (564) Gl: 24 (615)
Intestino 3162 8 (259) 12 387) G 14 (452
Tefido Gseo 17 (49 3 (176) 7412 G5 7 @412
Mama 2 59 0 3 (136 G 13 (590)
Otros Tefdos 53 (139) 9 (17) 23 (#34) Gl 23 (434
Total 380 (100) 65 (17,1) 175 (46,1) G200 (528)
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