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INTRODUCCION
El diagndstico de laboratorio es una herramienta pilar en el salud integral del paciente
por ello contar con herramientas exactas y precisas es fundamental en un laboratorio. El
tema de la presente tesis trata sobre la exactitud diagnostica del equipo Xpert MTB/RIF un
equipo de diagndéstico molecular reciente en nuestro pais como herramienta de diagndstico
en Tuberculosis pulmonar comparado con la metodologias de diagnostico bacterioldgicos

usados actualmente en nuestro pais siendo el cultivo el Gold estandar y la baciloscopia.

El objeto de este estudio es aportar datos extrapolados a nuestra poblacién sobre la
tuberculosis una de las primeras 10 causas de muerte en todo el mundo dicha enfermedad
se estima en la cuarta parte de la poblacién global aunque sin estar enfermaos ni transmitir
la infeccién. No obstante, es importante diagnosticarla a tiempo pues una vez se desarrolla

a tuberculosis activa, la persona infectada se convierte en un foco de trasmision por afios.

Guatemala segun la OMS se encuentra entre los paises con alta carga de la enfermedad
en las Américas. Y aungque en afios pasados se habia mantenido estable no se ha logrado
alcanzar la meta de reduccion estimada para el pais sumado que el afio 2020 fue un afio

atipico.

Es por ello que el diagndstico temprano con metodologias moleculares rapidas que sean
confiables como el Gold estandar son algo necesario ya que ello disminuiria gastos
econdmicos en salud, cuidaria la productividad de las personas y reduciria esta causa de

muerte que afecta al pais.

El objetivo de la presente tesis fue comparar la exactitud diagnostica del Xpert MTB/RIF
con el cultivo de tuberculosis en muestras pulmonares asi como sus respectivas
estimaciones sobre la probabilidad de presentar la enfermedad al ser evaluado a través

Xpert MTB/RIF en muestras pulmonares y extra pulmonares y asi también conocer la



frecuencia de los tipos de muestras recibidos para la busqueda de Mycobacterium
tuberculosis en el Hospital de tercer nivel de atencion evaluando su historial clinico lo que
nos permitird determinar si los factores de riesgo presentan diferencia estadisticamente
significativa y describir la frecuencia de comorbilidades que presentaron los pacientes.

El presente estudio es de tipo observacional y descriptivo donde se evaluaron los
resultados obtenidos durante el afio 2,020 en tuberculosis analizandose pacientes que
fueron diagnosticados en el Hospital de Tercer Nivel mediante las metodologias Xpert

MTB/RIF, Ziehl Neelsen y Cultivo.

Segun los resultados obtenidos se encontré que la exactitud diagnostica del Xpert
MTB/RIF en muestras pulmonares es del (100%) para su sensibilidad y del (94%) para su
especificidad en comparacion con las muestras extra pulmonares donde se encontré una
sensibilidad del (86%) y una especificidad (89%). En cuanto a las estimaciones de padecer
tuberculosis a través del resultado de la prueba de Xpert MTB/RIF fue del (40%) en
comparacion de no padecer tuberculosis en un (100%). Al estimar las frecuencias de
muestras se encontré los tipos de muestras que mas se reciben para el diagnostico de
tuberculosis es el esputo salival (36.7%) seguido del Liquido cefalorraquideo (27.52%) y las
comorbilidades que mas se presentan fueron VIH y Diabetes. Con respecto a las variables
de significancia clinica del valor P la variable de interés con valor significativo fue el uso

previo de tratamiento antifimico (0.017).

Permitiéndonos concluir que el Xpert MTB/RIF es una excelente herramienta diagnostica
al presentar una exactitud diagnostica extrapolada a nuestra poblacion que nos permite
estimar la probabilidad que los pacientes sometidos a esta prueba tengan una certeza sobre
si padecen la enfermedad pulmonar de tuberculosis. Y es una excelente iniciativa que

nuestro pais ha adoptado con el objetivo de ponerle fin a la tuberculosis.
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CAPITULO |
MARCO METODOLOGICO

1.1 Justificacion de la Investigacién

A nivel mundial, la infeccion por tuberculosis es una de las primeras 10 causas de muerte y la
primera en la lista ocasionada por un Unico agente (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2020). Se
estima que aproximadamente un cuarto de la poblacidn global esta infectada por el bacilo de
Mycobacterium tuberculosis sin estar enfermos ni transmitir la infeccion. No obstante, una vez se
desarrolla la tuberculosis activa, los sintomas pueden durar meses en aparecer mientras se
mantienen leves, por lo cual se ha calculado que la persona infectada puede transmitir la
enfermedad durante un afio entre a 5 y 15 personas con las cuales mantenga un estrecho
contacto. Cabe mencionar que los pacientes VIH positivos tienen 18 veces mayor probabilidad
de desarrollar TB activa. Sin el tratamiento adecuado, incluso el 45 % de los pacientes con TB

gue son VIH negativos pueden llegar a morir (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

En el listado de paises con alta carga de tuberculosis a nivel mundial se encuentra Guatemala
(World Health Organization, 2019; World Health Organization, 2020). De acuerdo con el ultimo
reporte hasta el momento publicado por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
(MSPASS), evidencio que la tuberculosis se ha mantenido estable durante los ultimos afios, pues
tanto en el 2018 como en el 2019 la incidencia fue de 26 casos en 100,000 habitantes (Castillo,
2020; Organizacion Mundial de la Salud, 2019). Sin embargo, no se ha logrado alcanzar la meta
estimada por la Organizacion Mundial de la Salud para el pais (Organizacion Panamericana de
la Salud, 2018), siendo los principales departamentos afectados: Escuintla, Retalhuleu,

Suchitepéquez, San Marcos, Guatemala e Izabal (Castillo, 2020).

Por otro lado, cabe resaltar que si bien la tasa de incidencia ha sido constante al igual que la
mortalidad en pacientes VIH negativos durante el 2018 y 2019 (1.8 y 1.7 por 100,000 habitantes

respectivamente), no ha sucedido lo mismo con la tasa de casos nuevos en pacientes VIH, pues
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aumenté de 1.8 a 3.1 por 100,000 habitantes, al igual que la mortalidad en pacientes VIH
positivos (de 0.37 a 0.66 por 100,000 habitantes, respectivamente) (Organizacion Mundial de la

Salud, 2019; World Health Organization, 2019).

En relacion al diagnéstico, durante el 2018 se notificaron 3,623 casos, de los cuales el 20 %
fueron evaluados con técnicas de diagndstico rapido y 81 % con técnicas bacterioldgicas, en
contraste con el 2019 donde se reportaron 3,716 casos con un aumento en el empleo de técnicas
de diagndstico rapido (43 % de los casos) y una similitud en el uso de las técnicas bacteriolégicas

(83 %) (Organizacién Mundial de la Salud, 2019; Reporte Global de Tuberculosis, 2019).

La alta transmisibilidad aunada a un diagnéstico tardio resulta en un elevado gasto econémico
para la salud, sin contar que la infeccién reduce la productividad de las personas y su mortalidad

afecta los afios potenciales de vida perdidos para el pais.

Por tal razén, es imperante contar con métodos diagndsticos rapidos y oportunos, que se
aproximen al diagndstico “Gold estandar’ que es el cultivo (tanto sélido como liquido) de las
micobacterias, para poder optimizar el tiempo (principal limitante en el método de referencia),
mejorando la sensibilidad (en comparacién con la coloraciéon de Ziehl Neelsen, técnica

ampliamente utilizada en paises de medianos y bajos ingresos como lo es el nuestro).

En el presente estudio se realiz6 la comparaciéon del Xpert MTB/RIF prueba rapida molecular
recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y recientemente implementada en
el Laboratorio bajo estudio con los métodos de diagnostico tradicionales para tuberculosis

(baciloscopia y cultivo) en un hospital de tercer nivel de Guatemala.

Segun el lema del Dia Mundial de la Tuberculosis del afio 2021 "El tiempo corre" se demuestra
la importancia del aplicar métodos mas sensibles y precisos en el diagnoéstico de Tuberculosis
pulmonar, especialmente ahora en tiempos de la pandemia de COVID-19 otra enfermedad que

se suma a la larga lista de enfermedades pulmonares y como cita el Gltimo reporte global del afio



4/
UNIVERSIDAD

2020, este ha puesto en riesgo el progreso en los objetivos que buscan el Fin de la TB e

incrementar el nUumero mundial de muertes si no es detectada y tratada a tiempo.
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1.2 Planteamiento del Problema

1.2.1 Definiciéon del Problema
Un tercio de la poblacién mundial tiene una infeccion tuberculosa latente, su deteccion a través
de los medios diagndsticos es esencial para la salud publica, pues el mayor riesgo de progresion

ocurre durante los primeros dos afios de la infeccién (Villalobos Montoya, et al., 2020).

En Guatemala, la tasa de incidencia de tuberculosis atin no cumple con la meta planteada por
la Organizacion Mundial de la Salud, por lo cual contar con métodos de diagndstico rapidos es

imperante (Castillo, 2020).

Por tal razén, en el presente trabajo se comparé el Xpert MTB/RIF (método de diagndstico
rapido aprobado por la OMS, recientemente implementado en el Laboratorio bajo estudio de un
hospital de tercer nivel de Guatemala) con los métodos de diagnostico tradicionales para

tuberculosis (baciloscopia y cultivo).

1.2.2 Delimitacién del Problema

La tasa de incidencia en Guatemala ha sido constante (26 casos por 100,000 habitantes) al
igual que la mortalidad en pacientes VIH negativos durante el 2018 y 2019 (1.8 y 1.7 por 100,000
habitantes respectivamente), sin embargo no ha sucedido lo mismo con la tasa de casos huevos
en pacientes VIH, pues aumentd de 1.8 a 3.1 por 100,000 habitantes, al igual que la mortalidad
en pacientes VIH positivos (de 0.37 a 0.66 por 100,000 habitantes, respectivamente) (Castillo,

2020; Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

Los laboratorios clinicos en hospitales de tercer nivel de nuestro pais son pilares en el
diagnéstico de esta enfermedad es por ello por lo que se esfuerzan dia con dia actualizarse en
aparatos de diagnostico cada dia mas sensibles, rapidos y especificos, como actualmente es el

Xpert MTB/RIF.
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La presente investigacion se realiz6 en un Laboratorio Clinico con implementacion reciente
del Xpert MTB/RIF, en un Hospital de Tercer Nivel de Guatemala en concordancia con el objetivo
de la OMS de implementar pruebas moleculares en el diagnéstico de Tuberculosis como prueba
inicial y hacer la debida comparacion con los métodos usados tradicionalmente en nuestro pais

siendo algo beneficioso para nuestra forma de diagnadstico.

1.2.2.1 Unidad de Analisis
e Tiempo de emision de resultados por diferentes metodologias diagndsticas.
¢ Concordancia de resultados de analisis de tuberculosis de los pacientes

e Analisis de expedientes clinicos de los pacientes con resultados de Xpert MTB/RIF,

ZN y Cultivo de Tuberculosis.

1.2.2.2 Tamafo de la Muestra

Se utilizd el método de muestro no probabilistico por conveniencia. Segun los criterios del
investigador en pacientes de un hospital de tercer nivel de la Ciudad Guatemala con sospecha
de tuberculosis, a quienes se les realizé Ziehl Neelsen, Cultivos para tuberculosis (sélidos y

liquidos) y PCR (Xpert MTB/RIF) de enero 2020 a diciembre 2020.

1.2.2.3 Ambito Geogréfico

Geogréaficamente el area de realizacion del estudio es la Ciudad de Guatemala, Departamento
de Guatemala en un hospital de tercer nivel de atencién, respectivamente en su area de

laboratorio clinico.
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1.3. Hipotesis

Ho:. No Existe diferencia en la exactitud diagnostica en los resultados de diagndstico molecular

(Xpert MTB/RIF) con el cultivo, método Gold estandar para tuberculosis.

Ha Existe diferencia en la exactitud diagnostica en los resultados de diagndstico molecular

(Xpert MTB/RIF) con el cultivo, método diagnostico Gold estandar para tuberculosis.
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1.4. Objetivos de la investigacion

1.4.1. General
Comparar la exactitud diagnostica del Xpert MTB/RIF con el cultivo de tuberculosis para

muestras validadas por el método, en un hospital de tercer nivel de Guatemala.

1.4.2. Especificos
Comparar las estimaciones de la probabilidad de enfermedad del Xpert MTB/RIF para

muestras validadas, con el cultivo de tuberculosis como método de referencia.

Comparar las estimaciones de la probabilidad de la enfermedad del Xpert MTB/RIF para

muestras validadas y no validadas por el método.

Describir la frecuencia de los tipos de muestras recibidos para la busqueda de Mycobacterium

tuberculosis.

Determinar si los factores de riesgo evaluados presentaron diferencia estadisticamente

significativa en la deteccién de Mycobacterium tuberculosis por Xpert MTB/RIF.

Describir la frecuencia de comorbilidades que presentaron los pacientes cuyas muestras

fueron recibidas para la deteccion de Mycobacterium tuberculosis.
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1.5 Métodos, Técnicas e Instrumentos

1.5.1 Métodos
Observacional descriptivo transversal no experimental: se evaluaran los resultados obtenidos

durante el afio 2,020 en las metodologias de diagnéstico para tuberculosis.

Andlisis descriptivo de datos: se pretende analizar a los pacientes que fueron diagnosticados

en el Hospital de Tercer Nivel mediante las metodologias Xpert MTB/RIF, ZN y Cultivo.

1.5.2 Técnicas

Recoleccién por medio del sistema informatico de laboratorio 4DLab.

Andlisis de historia clinica de pacientes con resultados que no coincidan entre las

metodologias para encontrar causas de esto.

1.5.3 Instrumentos
e Xpert MTB/RIF
e MIGIT 960
¢ Microscopio
e Sistemas informaticos del Hospital de tercer nivel.
e Computadora.
e Unidad de almacenamiento externo

e Libros
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1.6 Recursos
1.6.1 Recursos humanos
e Investigadora

e Asesora de tesis

1.6.2 Recursos materiales
Computadora con sistema informatico para revision de resultados emitidos durante el periodo

de estudio.

Computadora portatil con sistema informatico para revision de expedientes clinicos de

pacientes del estudio.

1.6.3 Recursos Financieros
No se incurre en gastos para la recoleccion de informacion sobre los resultados, debido al

excelente método de guardar informacién en el area.
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MARCO TEORICO

2.1 Taxonomia
Segun la clasificacién del Manual de taxonomia bacteriana (Wong, 2019) las micobacterias

se clasifican de la siguiente manera.
Tabla 1.

Clasificacién de la segunda edicién del Bergey's Manual Of Systematic Bacteriology

Dominio Bacteria

Filo BXIV Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae
Orden Actinomycetales
Suborden Corynebacterineae
Familia Mycobacteriaceae
Genero Mycobacterium

Nota: Elaboracion propia, basado en Wong (2019).

2.2 Género Mycobacterium

Mycobacterium es un género que se encuentra conformado por bacilos Gram positivo, acido-
alcohol-resistentes, aerobios inmoviles y no esporulados. La definicibn de acido-alcohol-
resistente quiere decir que resisten a la decoloracion con soluciones acidas débiles a fuertes,
gracias a la presencia de cadenas de acidos micdlicos intermedias o largas en su pared celular,
el tamafo de estos microorganismos oscila entre 0,2-0,6 * 1 a 10 um.

En cuanto a su division, la mayoria de las micobacterias se dividen lentamente; es por ello,
que los cultivos requieren una incubacion de al menos 4 semanas, antes de que sea posible
detectar el crecimiento, porque la estructura de la pared celular es compleja y el microorganismo
tiene unos requerimientos muy estrictos de crecimiento.

10
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En la actualidad, se ha logrado la identificacién de més de 150 especies de micobacterias,
entre las cuales, destacan, por su relacion con enfermedades ocasionadas en el ser humano, el
complejo de M. tuberculosis, causante de tuberculosis; M. leprae, cuya enfermedad
representativa es la lepra; el complejo M. avium, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae y M.
abscessus; son otras especies sobresalientes (Murray et al., 2017).

2.2.1 Fisiologia y estructura de las micobacterias.

El género Mycobacterium es clasificado en funcibn de su capacidad de acido-alcohol
resistencia, la cual, se debe a la presencia de &cidos micoélicos de 70 a 90 atomos de carbono y
un elevado contenido de guanina y citosina (G + C), en el acido desoxirribonucleico (ADN)
(Murray et al., 2017)

Tabla 2

Clasificacién de bacterias del género Mycobacterium segun patogenicidad en humanos

Microorganismo Patogenicidad Clasificacion de bacterias acido-

alcohol resistentes.

M. tuberculosis Patdgeno estricto Complejo Mycobacterium tuberculosis
M. leprae Patdgeno estricto Complejo Mycobacterium tuberculosis
M. africanum Patdgeno estricto Complejo Mycobacterium tuberculosis
Complejo M. avium Generalmente patégeno Micobacteria  no  tuberculosa de

crecimiento lento

M. kansasii Generalmente patdgeno Micobacteria. no  tuberculosa de

crecimiento lento

M. fortuitum Patdgeno ocasional Micobacterias no tuberculosas de

crecimiento rapido

11
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crecimiento rapido

M. chelonae Patdgeno ocasional Micobacterias no tuberculosas de
crecimiento rapido
M. abscessus Pat6geno ocasional Micobacterias no tuberculosas de

Nota: M.= Mycobacterium. Tomado de (Murray et al., 2017).

2.3. Mycobacterium tuberculosis (MTB)

Especie del género Mycobacterium, es una bacteria con caracteristicas de ser intracelular
facultativa, catalasa negativa y aerobia obligada, inmovil, no formadora de esporas. El alto
contenido de lipidos, caracteristico de este género, le confiere muchas caracteristicas clinicas

Unicas entre las cuales se incluyen

Tabla 3

Caracteristicas conferidas por los lipidos

Acido-alcohol resistencia

Capacidad de sobrevivir en muchas condiciones extremas.

Tiempo dividirse (alrededor de 16 a 20 horas),

Resistencia a varios antibioticos

Resistencia a detergente

Antigenicidad

Nota: Tomado de (Murray et al., 2017).

Mycobacterium tuberculosis tiene la capacidad de crecimiento intracelular en los macréfagos
alveolares inactivados, confiriéndole la capacidad de desarrollar en el huésped infecciones por
el resto de la vida, aunque la enfermedad depende principalmente de la respuesta del
hospedador frente a la infeccion primaria la cual es pulmonar pudiendo diseminarse a otras

localizaciones, especialmente en los pacientes inmunodeprimidos (Talha et al., 2020).

12
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2.3.1 Pared celular

Es gruesa y compleja, se encuentra separada de la membrana celular por el espacio
periplasmico, el grosor se debe a sus cuatro capas, siendo la mas interna la de peptidoglicano,
proporcionando rigidez y forma, las otras tres mas externas estan compuestas de polimeros de
arabinosa y galactosa; la siguiente, de 4cidos micolicos (son acidos grasos derivados y lipidos)
la mas superficial, de micosidos (Ramirez et al., 2002).
Como se detalla en la siguiente figura (A) membrana plasméatica (B) peptidoglicano, (C)
arabinogalactano, (D) lipoarabinomanano con cabeza de manosa, (E) proteinas asociadas a la

membrana plasmética y a la pared celular, (F) acidos micélicos y (G) moléculas de glicolipidos

de superficie, asociados a los acidos micdlicos.

Figura 1. Estructura de la pared celular micobacteriana. Tomado de (Murray et al., 2017).

2.4 Tuberculosis (TB)

La tuberculosis es una enfermedad causada por Mycobacterium tuberculosis. Sigue siendo
una de las principales causas de muerte a nivel mundial, a pesar de la disponibilidad de
quimioterapia, desde ya hace varios afios, todo ello, debido a que Mycobacterium evoluciond,

perfeccionando para persistir en las poblaciones humanas.

13
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La tuberculosis puede afectar cualquier érgano, pero, principalmente a los pulmones y
especialmente, en los pacientes inmunocomprometidos, es importante evidenciar que para que
M. tuberculosis se transmita de persona a persona, tiene que causar una enfermedad pulmonar,
ya que el principal modo de propagacion es la inhalaciéon de gotitas de aerosol infectadas (Rotimi
& Rahulkumar, 2020).

2.4.1 Fisiopatologia

El sistema inmunolodgico de cada individuo tiene la capacidad de limitar o eliminar eficazmente,
el inéculo infeccioso, de acuerdo a su estado, factores genéticos y, si se trata de una exposicion
primaria o secundaria al organismo. Ademas, M. tuberculosis posee factores de virulencia que
dificultan que los macréfagos alveolares eliminen el organismo de un individuo infectado. Cuando
se desarrolla la enfermedad, se clasifica en: primaria, latente y activa (Rotimi & Rahulkumar,
2020).

Al primer contacto de Mycobacterium con un huésped, los bacilos estos se alojan en los
campos pulmonares medios e inferiores (a ese fendmeno se le conoce como Foco de Ghon),
debido a que alli se pueden multiplicar libremente, dando lugar a la manifestacién conocida como
tuberculosis primaria, la cual la mayoria de las veces pasa desapercibida, por ser asintomatica,
debido a que el huésped activa la inmunidad celular, cesando la replicacién del microorganismo
entre 3 y 6 semanas, entrando en un estado de latencia, conocido como tuberculosis latente,
debido a que los focos de bacilos en los pulmones u otros sitios, se transforman en granulomas
de células epitelioides, que pueden tener centros caseosos Yy necroticos permitiendo a los bacilos
sobrevivir por afios y solo un desbalance entre la resistencia del huésped y la virulencia del
microorganismo, determinard la reactivacion del Mycobacterium (Rotimi & Rahulkumar, 2020;
Tierney & Nardell, 2018).

Después de un largo periodo de latencia, generalmente de afios, se puede presentar la
tuberculosis secundaria o activa, donde una de sus caracteristicas es, que las lesiones de la
tuberculosis secundaria se encuentran en los apices pulmonares. Nuevamente esta probabilidad
de que la infeccién primaria progrese a una enfermedad activa, va a depender, tanto de la dosis
infecciosa, como del estado inmunoldgico del paciente.

2.4.2 Signos y Sintomas
En la tuberculosis pulmonar activa, moderada o grave, los pacientes no presentan sintomas

graves, salvo por sintomas generales, como (Tierney & Nardell, 2018):
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e “No sentirse bien”

e Anorexia

e Cansancio

o Pérdida de peso

Apareciendo gradualmente, a lo largo de varias semanas, los sintomas mas especificos, como

los mencionados a continuacion (Tierney & Nardell, 2018):

e Tos muy frecuente que, al principio, puede ser poco productiva, con esputo amarillo o
verde; en general al levantarse en la mafana, y conforme avanza la enfermedad se

tornar mas productiva.

¢ Hemoptisis, sbélo en presencia de TB cavitaria (debido al dafio granulomatoso de los

vasos, 0, a veces, a la proliferaciéon de hongos en una cavidad).

¢ Con frecuencia, aunque no siempre, los pacientes presentan fiebre.

e Sudoracién nocturna profusa como sintoma clasico, pero no es frecuente, ni especifica

de TB.

o Disnea debido a la lesion del parénquima pulmonar, el desarrollo de un neumotoérax

espontaneo o de TB pleural con derrame.

Cuando el paciente muestra ademas de TB una infeccion por HIV, la clinica varia debido al
compromiso de la hipersensibilidad retardada, debido a la inmunosupresién, las probabilidades
de presentar sintomas de enfermedad extra pulmonar o generalizada, se incrementan. En cuanto
a la tuberculosis extra pulmonar se refiere, esta provoca diversas manifestaciones sistémicas y

localizadas, segun los 6rganos afectados.
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2.4.3 Trasmision

Es trasmitida de persona a persona, casi exclusivamente por medio de las goticulas de saliva
emitidas por las personas afectadas por tuberculosis, pulmonar al toser, hablar, cantar o
estornudar. Estas gotas pueden permanecer infectantes en el aire durante prolongados periodos
de tiempo; gracias a su peso, la gravedad no ejerce efecto causando su suspensién en el
ambiente. Caracteristica importante en la trasmision, es la supervivencia ambiental por parte del
microorganismo en ambientes adversos, como el frio, congelacién y desecacién. La trasmision
de los contactos es mas probable cuando conviven durante un tiempo prolongado o se
permanece cerca del enfermo que esta expectorando bacilos, creando un ambiente de alto

riesgo; en especial si el ambiente es poco ventilado (Martinez Gordillo, 2018).

Figura 2. Mecanismo de trasmision a través de la expectoracion. Tomado de Sanchez, (2012)

Para establecer la epidemiologia y trasmisién de la tuberculosis, se realiza una prueba
conocida como COMBE, que es el estudio de contactos con personas infectadas por TB, el cual

se detalla a continuacion.

Tabla 4

Prueba de Combe

COMBE

0 Contactos no expuestos a la infeccion

[ Contactos esporadicos
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Il Contactos frecuentes con familiares 0 amigos

11 Contacto dentro del nucleo familiar
Nota: Tomada de (Rios., etal., 2017).

2.4.4. Epidemiologia
La tuberculosis es un problema de salud publica ya que se encuentra en una de las diez
causas de muerte, a nivel mundial. Se tiene conocimiento de que “aproximadamente el 33% de

la poblacion mundial tiene una infeccién tuberculosa latente” (ITBL) (Corvino et al., 2020).

Por otro lado, la tasa de incidencia ha disminuido un 1.5% cada afio, desde el 2000, segun la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS). No obstante, a pesar de los esfuerzos drasticos y los
avances sustanciales que se han tenido respecto a la TB, no ha sido posible erradicar la
enfermedad, y la misma, aun representa una morbilidad y mortalidad significativas, en todo el

mundo (Talha et al., 2020).

Respecto a la tuberculosis activa, durante el 2017, la OMS estim6 que anualmente alrededor
de 8 millones de personas la desarrollaron en todo el mundo y, aproximadamente 2 millones de
ellas murieron a causa de la enfermedad. En cuanto a la tuberculosis latente, estimé que, una de
cada 10 personas infectadas, podria llegar a desarrollar una infeccion activa, en algin momento

de su vida.

Aunque estd presente a nivel mundial, la epidemiologia de la tuberculosis varia

significativamente, segun la region. Por ejemplo:

e India, Africa subsahariana, Micronesia y las islas del sudeste asiatico tuvieron las tasas

mas altas (100 por 100,000 personas 0 mas).

e China, Europa del Este, América Central y del Sur y el norte de Africa tuvieron tasas
intermedias (26 a 100 casos por 100.000 personas).

¢ Estados Unidos, Canada, Jap6n, Europa occidental y Australia, registraron las tasas mas

bajas (menos de 25 casos por 100.000 personas) (Talha et al., 2020).
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Los paises que presentaron las mayores tasas de morbilidad y mortalidad por TB, durante el
afio 2016 fueron paises en desarrollo como: India, Pakistan, Filipinas, China, Sudafrica,
Indonesia y Nigeria; juntos representaron el 60% de todas las muertes relacionadas con la

tuberculosis durante ese afio (Rotimi & Rahulkumar, 2020).

En cuanto a las poblaciones con mayor riesgo de padecer la enfermedad se ha observado
que son los pacientes inmunodeprimidos (fundamentalmente los infectados por VIH); los
alcoholicos y los adictos a drogas; los vagabundos y aquellos que estan expuestos a otros

individuos infectados (Talha et al., 2020).

En América Latina se ha reportado que esta enfermedad impacta especialmente en grupos
de personas en edad productiva, con VIH, diabetes, privados de libertad y personas con

inmunosupresioén cronica (Abrego, 2018).

En Guatemala, segun el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, durante el 2017, se
detectaron 3 mil 641 casos de tuberculosis, de los cuales, 3 mil 202 fueron de localizacién a nivel
pulmonar y 280 de esos en nifios. Segun el reporte, los departamentos mas afectados por esta
enfermedad son: Escuintla, Suchitepéquez, Retalhuleu, San Marcos y Quetzaltenango. La mayor
incidencia, se encontrdé en edad reproductiva, como se ha reportado para América Latina, es
decir, los 19 y los 45 afios. La tasa de mortalidad por esta dolencia, se establecié en 1.9 por cada

100 mil habitantes (Abrego, 2018).

En el aflo 2019, segun reporte del sistema de Vigilancia de Tuberculosis/ITS/VIH se
encontraron 3,568 casos, con una tasa de 22, por cada 100,000 habitantes. También se
evidenciaron los casos prevalentes TB/VIH de 409, que ha sido el dato mas alto, respecto a los
afos anteriores. Los casos RR/MDR, fueron de 103, otro dato alarmante, ya que es el nUmero
mas alto en nuestro pais. Hasta el momento, la distribucion geografica de los casos sigue

concentrada en el area sur-occidente, desde ya hace varios afios con Escuintla a la cabeza con
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la tasa mas alta: 93.7 casos por cada 100,000 habitantes; siguiéndole, Suchitepéquez con 69,
San Marcos con 31.3, Izabal, con 27.8. En el mismo informe se observa que el sexo mas afectado
es el masculino y, en cuanto al grupo etario mas afectado, el de 60 afios en adelante (Castillo,

2020).

2.45 El Impacto en la Tuberculosis del afio 2,020

El afio 2,020 ha quedado marcado por la pandemia Covid 19, lo cual ha tenido su impacto en
ambitos sanitarios, sociales, econémicos y la epidemia de la Tuberculosis no es la excepcion.
Segun el reporte Global 2,020 de la OMS sobre tuberculosis, se estima que el nUmero de muertes
por causa de la TB se vera incrementado en los afios subsiguientes lo que amenaza los avances
alcanzados hasta el afio 2,019 debido en parte a la lenta restauraciéon de los servicios que

permiten detectar y tratar la TB.

Es por ello que este impacto negativo debe mitigarse y la mejor forma de hacerlo es
fortaleciendo las redes de laboratorios diagnoésticos no sélo con la confirmacion bacteriol6gica
sino también con el uso de equipos de vanguardia como lo son aquellos de diagnéstico molecular

rapido (World Health Organization, 2,020).

2.4.6 Diagnéstico
2.4.6.1. Muestra
Es una fase critica pre analitica; de ella depende el correcto diagndéstico. Por toma correcta y

por buena muestra, se entiende que:

* Proviene del sitio de la lesion que se investiga.
* Fue obtenida en cantidad suficiente.

* Fue colocada en un envase adecuado y limpio.
* Se encuentra bien identificada.

* Fue adecuadamente conservada y transportada.
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El color es variable, desde blanco, amarillento y hasta verdoso o sanguinolento.
Figura 3. Clasificacién de la muestra de esputo segin examen macroscépico. Tomado de

Sequeira & Barrera (2018).

Mucopurulenta  Sanguinolenta Mucosa Salivosa

2.4.6.1.1 Recoleccién, transporte y conservacion de muestras.

El esputo es la muestra mas habitual, debido a la incidencia de tuberculosis pulmonar
proveniente del arbol bronquial, siendo una expectoracion mucopurulenta, no Gnicamente saliva
0 secreciones rinofaringeas, obtenida en cantidad suficiente de volumen aproximado de 3-5 cc,
colocada en un envase adecuado, el cual seria de boca ancha, con cierre hermético, material

plastico resistente, estéril, transparente y tomada en un lugar ventilado (Rios., et al., 2017).

El trasporte debe ser con la menor demora posible y realizarse considerando que la muestra
siempre debe ir protegida del calor excesivo y la luz solar, asi como evitar derrames durante el
mismo, para ello se debe considerar una caja de metal o plastico opaco, con algin mecanismo
gue trabe su tapa, y con una manija para facilitar su acarreo, como las que son utilizadas para
trasladar material refrigerado; ambas, de altura ligeramente superior a la de los envases de las
muestras. Es importante considerar nunca agregar a las muestras fenol, formol o solucién de

formaldehido por sus propiedades germicidas (Sequeira & Barrera, 2018).
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Tablab

Condiciones de almacenamiento de las muestras para micobacteriologia.

Muestra

No. Muestras

Tiempo y
condiciones

Observaciones

MUESTRAS PULMONARES

Envase Estéril. Boca ancha (> 5 cm didmetro), hermético, de

3. Una inicial, otra TA:1h st . Si s6l 7N J
Esputo - Mucopurulenta [matutina, otra cuando 2-8°C: <3d . P .astlco resistente. 51 solo traen ZN 'y no se va a.ver N
. . inmediato, echar 10 gotas de fenol 5% (mata los bacilos pero se
llegue a dejar la segunda Mdéximo: 7 d

ven)

MUESTRAS EXTR

A-PULMONARES

Liquidas ( > 1 mL. Centrifugar 15 min a 3000 g)

neutralizado

2-8°C: <12 h |Higiene externa. Tomar >50 mL del segundo chorro de la primera
. perocon miccién matutina. Si no se procesa de inmediato el pH acido
Orina 3-6 . I . . .
sedimento afecta la viabilidad del bacilo. Neutralizar el sedimento con 1 mg

de bicarbonato de sodio o fosfato trisédico anhidro de 4-9°C en <

12.Hay micobacterias saprofitas (no necesario TB)

1 matutina. Sin estimulos

Detecta bacilos en esputo ingerido. Poca probabilidad de
alimenticios g aumenten |[TA:<4h P & P

Lavado gastrico obtener verdaderos positivos. Probables falsos + de comida y

el p|j| (ej mama con 2-8°C:<24h bebida. Se usa en nifios q no dan esputo
bebés)
TA: 1h o
Lavados 1 2.8°C: <12 h Frasco estéril. Jeringa
TA:Inmediato
2-8°C: <12 h.
Maéximo 24 h

Las que el médico

LCR considere PCR 2-8°C<7d

Envase estéril, con tapay cierre hermético

Liquidos pleural,

ascitico, pericardico, Las que el médico TA:°12 h Puede usarse citrato de sodio 10% o EDTA (3 gotas/10mL
articulary otros considere 28C:<24h muestra). < 12 h a 4-9°C
TA: 1h
Secreciones 1-2 2-8°C: <24 h |Hisopos de dacrén o rayén. No algodon
Preferiblemente sin hisopo. De ser necesario, humedecerlo
Inmediato antes en sol. Salina fisiolégica o agua destilada estéril.
Pus - Inmediato o refrigerar
Sélidas (disgregar el material)
<12h
] Dejar la muestra con 1-2 mL de solucion fisiolégica o agua
Biopsias - PCR < 7 dias destilada estéril para evitar desecacion
TA:1h
Heces 13 2-8°C: <24 h

Nota: Para su conservacion, en caso de no ser procesadas las muestras deben ser guardarlas en el

refrigerador. Tomada de (Barillas, 2020)
2.4.6.2 Pruebas de Laboratorio y Diagnostico

Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) existen pruebas que
se usan para detectar las bacterias de la tuberculosis en el cuerpo las cuales se detallan en el

apartado de inmunologia y pruebas para determinar si la persona tiene enfermedad de
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tuberculosis, para ello serd necesario hacer otras pruebas para alcanzar el diagndstico eficaz

(Tuberculosis, 2018).

2.4.6.2.1 Analisis en Sangre (respuesta Inmunoldgica)
Son pruebas que miden la respuesta inmune del paciente, para la tuberculosis; no se
consideran pruebas diagndsticas, pero ayudan, dando a conocer el estado previo de inmunidad

del paciente, sin indicar si cursa con enfermedad actual (Tuberculosis, 2018)

Prueba cutanea de la tuberculina: se encarga de medir la respuesta inmune al derivado
proteico purificado (PPD), que es una solucién de antigenos del complejo Mycobacterium

tuberculosis (Corvino et al., 2020).

¢ Pruebas de liberacion de IFN-g: Se basan en el principio por el cual los linfocitos T de un
individuo que ha adquirido la infeccion por Mycobacterium tuberculosis, responderd,
mediante la secrecion de interferon gamma, ante el estimulo de los antigenos especificos
in vitro (Pichon-Riviere et al, 2014).
2.4.6.2.2 Examenes por Imagenes
Se encuentran la radiografia de térax y la tomografia computarizada de pecho, estas pruebas
sugieren el diagnostico al mostrar el hallazgo de infiltrado multinodular (manchas blancas en los
pulmones, causadas por bacterias encapsuladas por el sistema inmunitario) o pueden revelar
cambios en los pulmones causados por una forma activa de tuberculosis, por ello pero no pueden
establecerlo por si mismas un diagnéstico. (Calvo & Rosique, 2,020).
2.4.6.2.3 Diagnostico Microbioldgico

Se establece en tres etapas sucesivas:

a) Demostracion de bacilos acido-alcohol resistentes mediante tinciones especificas.

b) Aislamiento de M. tuberculosis en cultivo puro y posterior identificacién de especie.

¢) Endeterminados casos, estudio de sensibilidad in vitro a farmacos antituberculosos.
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2.4.6.2.3.1 Microscopia
La muestra de esputo se examina en el laboratorio, en busqueda de bacilos &cido-alcohol-
resistentes (BAAR) el cual puede ser evidenciado a través de las siguientes tinciones (Sequeira

& Barrera, 2018).

e Tincion de Ziehl-Neelsen (acido-alcohol resistencia calentando)
e Tincién de Kinyoun (&cido-alcohol resistencia sin calentar)

e Tincion acido-alcohol resistencia con fluorocromo Truant

El procedimiento: la muestra clinica se tifie con el colorante carbol fucsina (métodos de Ziehl
Neelsen o de Kinyoun) o colorantes fluorescentes de auramina-rodamina (método del
fluorocromo de Truant), como colorantes primarios de la tincién, posteriormente se decolora con
una solucién de alcohol acido y, por ultimo, se aplica una tincién de contraste.
2.4.6.2.3.1.1 Calidad del Frote

Se selecciona la seccién mas densa de la muestra, o purulenta con la ayuda de un aplicador;
si la muestra contiene varias porciones mucopurulentas, tratar de mezclarlas, con movimientos
muy suaves del palillo y luego, tomar una porcién de la mezcla y realizar un extendido en un
portaobjetos, tratando de que quede todo de manera homogénea; se espera que se seque y se

procede a fijar, para luego proceder a tefir, (Sequeira & Barrera, 2018).
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Figura 4. Calidad del extendido y coloracion, parametros para considerar. Tomado de
Sequeira & Barrera (2018).

geseq
TE i, T
S M s A

SRR

Bueno Grueso

£

Fino

=

Mal decolorado No homogéneo Escaso material
- "‘5_,\
B _——
— & - .

2.4.6.2.3.1.2 Lectura.

Luego se procede a examinar la muestra con un microscopio 6ptico o con un microscopio de
fluorescencia; en el caso de utilizar colorantes fluorescentes, el objetivo principal es determinar
si en el extendido hay bacilos acido-alcohol resistentes y, en el caso de encontrarlos, proceder

a, cuantificar por campos, para tener un estimado aproximado de la riqueza en bacilos.
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Tabla 6
NUmero de campos a examinar
Promedio de BAAR encontrados Numero minimo de campos Utiles a
examinar
Ninguno 100
Menos de 1 por campo 100
1 a 10 por campo 50
Mas de 10 por campo 20
De 1 a 4 en todo el extendido 200

Nota: EI numero de campos a examinar depende de si se encuentran bacilos y en qué
concentracion. Tomado de Sequeira & Barrera (2018).

Si se encuentran bacilos, es necesario sacar el promedio de BAAR encontrados por campo,
el cual se obtiene al sumar el total de BAAR que se cuenta, dividido por el nimero total de campos
observados.

Tabla7
Escala internacional para Informes de los resultados de extendidos, examinados por la técnica

de Ziehl Neelsen.

Resultado del examen microscopico Informe

No se encuentran BAAR en los 100 No se observan bacilos &cido-alcohol
campos observados resistentes

Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 N° exacto de bacilos en 100 campos

campos observados

Se observa entre 10 y 99 en 100 campos Positivo (+)
observados
Se observan de 1 a 10 BAAR por campo, Positivo (++)

en 50 campos observados.

Se observan mas de 10 BAAR por campo Positivo (+++)

en 20 campos observados

Nota: Escala internacional para informes de extendidos examinados por Ziehl Neelsen. Tomado

de Sequeira & Barrera (2018).
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En cuanto a la sensibilidad de las tres técnicas, la del fluorocromo es la mas sensible porque
la muestra se puede observar rapidamente con bajo aumento para zonas de fluorescencia, y
posteriormente se confirma la presencia de bacterias acido alcoholes resistentes con un mayor
aumento (Murray et al., 2017).

Otro dato a considerar es la eliminacién de los bacilos por el esputo debido a que no es
constante, es conveniente analizar mas de una muestra de cada paciente para que el diagndstico
sea mas preciso. En la primera muestra se detecta aproximadamente el 80% de los casos
positivos, la segunda agrega un 15% y la tercera un 5% mas haciendo un total de 100%. De no
ser posible las tres los organismos internacionales recomiendan la obtencion de dos muestras
por paciente (Sequeira & Barrera, 2018).
2.4.6.2.3.2 Cultivo

El segundo método de recomendado por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
para diagnosticar tuberculosis es el cultivo ya que complementa a la baciloscopia al poner en
evidencia bacilos viables presentes aun en escasa cantidad en una muestra de lesién (10-100
BAAR), lo que permite caracterizarlos para certificar que sea el bacilo de la tuberculosis el
causante de la enfermedad, y una vez desarrollado e identificado dar a conocer si es sensible o

resistente a las drogas antituberculosas (Barrera et al., 2,020).

Es por ello que el cultivo de micobacterias es el estandar de oro para el diagndstico de la
tuberculosis, al ser preciso y especifico es el inico método para certificar la curacion de la misma
debido a estas caracteristicas es esencial para las pruebas de susceptibilidad a farmacos que

son determinantes en el tratamiento (Rios et al., 2017).
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2.4.6.2.3.2.1 Uso Selectivo del Cultivo.
Al momento del diagnostico es necesario cultivar todas las muestras de pacientes
sintomaticos, que presenten signos clinicos y/o radiografia asi como imagenes compatibles con

tuberculosis o alguna de las siguientes caracteristicas:
® Baciloscopia negativa de 3 muestras respiratorias
® | ocalizacion extra pulmonar de la enfermedad
e Nifios e inmunosuprimidos, particularmente HIV positivos
® Baciloscopia positiva en lavado gastrico, lavado bronquial o hisopados

® Pacientes con antecedentes de tratamiento antituberculoso, especialmente si se

registré abandono o fracaso
® Personas con exposicion a infeccion por bacilos resistentes a las drogas (contactos de
casos con tuberculosis resistente, internados o trabajadores de instituciones de salud
0 de prisiones donde se registran casos con tuberculosis multirresistentes)
Durante el control de un tratamiento de tuberculosis se debe cultivar muestras de:

e Casos de tuberculosis cronicos o con baciloscopia positiva en el control del segundo mes

de quimioterapia o en un control posterior.
e Casos diagnosticados con baciloscopia negativa y que convierten a positiva su
baciloscopia durante el tratamiento.
Y como parte de la vigilancia de la resistencia a drogas antituberculosas se deben cultivar
todas las muestras de casos que se encuentren bajo estudio o vigilancia.
El cultivo puede ser aplicado en laboratorios con medianos recursos al ser aconsejable
realizarlo tanto en el medio sélido como en el liquido debido a que el cultivo en medios liquidos
puede detectar una carga bacteriana muy baja y obtener resultados mas precozmente. Con

relacion a los tipos de medio de cultivo disponibles, los medios sélidos son menos costosos, pero
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se necesita mas tiempo para hacer crecer el organismo. Por otro lado, los medios liquidos son
costosos, pero mas sensibles y producen organismos a partir de los 10-14 dias (Talha et al.,
2020).

“El siguiente cuadro muestra los métodos mas utilizados internacionalmente, particularmente
en Latinoamérica, para el cultivo del bacilo de la tuberculosis y que han demostrado ser Utiles

para el manejo clinico y epidemioldgico de la tuberculosis” (Barrera et al, 2,020).

Tabla 8

Métodos de Cultivo y Descontaminacion

Método de Medio(s) de cultivo necesarios Requerimientos
Descontaminacion
Equipamiento Presupuesto
Kudoh Ogawa A base de Pueden Ser | —emmmeemeees Bajo
huevos, preparados en el
acidificados laboratorio a
(Ogawa) partir de una
_ férmula simple No _ i
Petroff modificado A base de dependientes de Adecuadoycon | Bajo-intermedio
huevos, neutros | insumos 0 buen
NALC- NaOH (Léwenstein- equipos de una funcionamiento
Jensen, marca verificado
Stonebrink, determinada
Ogawa)
A base de | Los medios de Adecuadoycon | Intermedio  Los
huevos, y agar o | Middlebrook buen enriquecimientos
caldos pueden ser | funcionamiento | de los mediosy el
enriquecidos preparados en el verificado NALC son los
Middlebrook laboratorio insumos de
7H11,7H9)* partiendo de su mayor costo
férmula compleja,
0 con bases
deshidratadas, y
enriguecimientos
y mezclas de
antibioticos listos
para agrega
Caldos con | Pueden serleidos | Adecuado y con | Alto
sensores del | visualmente o con | buen
desarrollo equipos funcionamiento
bacteriano (MGIT, | automatizados verificado
MB/BacT) Producidos por la
industria Los
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equipos generan
dependencia de
insumos de una
marca
determinada

Nota:* = El medio de Kirchner es un caldo con formula mas simple y econémica pero es enriquecido con
suero bovino estéril que, en general, no esta facilmente disponible. Tomado de (Barrera et al., 2,020).

2.4.6.2.3.2.2 Lbéwenstein Jensen.

Es el medio sélido, utilizado para el cultivo de micobacterias, contiene niveles bajos de
penicilina y acido nalidixico para inhibir el crecimiento de otras bacterias grampositivas y
gramnegativas. El verde de malaquita también inhibe la mayoria de las bacterias y la presencia
de glicerol mejora el crecimiento de MTB tiene una sensibilidad que oscila segun varias literaturas
entre 74-86% y especificidad 98%. Se interpreta mediante la observacion macroscopica de una

vez por semana, durante 8 semanas (Agudelo et al., 2008; Ping et al, 2019 & Yifeng et al., 2020)

2.4.6.2.3.2.3 MIGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator Tubes System).

Es un sistema de deteccién de micobacterias especificamente tuberculosis automatizado,
utilizado para evidenciar el crecimiento, deteccion y susceptibilidad de dichas micobacterias es
un equipo de alto volumen disefiado para satisfacer las necesidades de los laboratorios de igual
manera volumen medio y alto de monitorizacién continua, disefiado para todo tipo de muestras

clinicas, excepto sangre y orina (Becton & Dickinson , 2020).

Este sistema incluye un medio de cultivo liquido, un suplemento de crecimiento y una mezcla
de antibiéticos. Su principio de funcionamiento se basa en la tecnologia fluorescente de extincion
de oxigeno para detectar la cantidad de consumo de oxigeno inducido por los microorganismos

en crecimiento, (Sharma et al., 2010).

Esta metodologia cuenta con una sensibilidad de 80-100% (Agudelo et al., 2008; Heifets et

al., 2000).
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2.4.6.2.3.3 Pruebas Moleculares

Son una nueva generacion de herramientas que estan siendo utilizadas para el diagnéstico
de las tuberculosis desde el afio 2010. (Thomas, 2010). Estas técnicas detectan secuencias de
acidos nucleicos especificos de las micobacterias. Son altamente sensibles debido a que la
amplificacion es especifica, independientemente de otras bacterias que podrian estar en la
muestra. Los métodos que se utilizan en la actualidad son especificos para M. tuberculosis e
incluso algunos pueden determinar también la sensibilidad a la Rifampicina, como marcador
secundario de las cepas multirresistentes. (World Health Organization, 2021).

Entre las ventajas de estas técnicas se encuentra su rapidez y permitir un diagndéstico
acelerado con alta precision es por ello que la Organizacién Mundial de la Salud en sus directrices
consolidadas sobre el diagnéstico de tuberculosis da su respaldo a nuevas clases de pruebas de
amplificacion de acido nucleico (NAAT) entre las cuales se encuentra:
2.4.6.2.3.3.1 Xpert MTB/RIF ultra.

Es una estrategia diagnostica rapida y precisa que se realiza en los sistemas del instrumento
GeneXpert, como prueba de diagndstico in vitro de metodologia de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real, anidada y semicuantitativa, para la deteccion de ADN de
Mycobacterium tuberculosis (MTB). En muestras en las que se detecta el complejo
Mycobacterium tuberculosis, el ensayo Xpert MTB/RIF Ultra también detecta las mutaciones del
gen rpoB asociadas a la resistencia a Rifampicina una de las principales mutaciones que causan

dicha resistencia (Cepheid, 2019).

Nos permiten la identificacion de infecciones por tuberculosis y ayudan en la resistencia a
multiples farmacos ayudando en el diagnostico de tuberculosis activa siendo que un resultado
positivo proveniente de una sola muestra de esputo se considera suficiente para el diagndstico

independientemente de los resultados de la prueba de BAAR. (Talha et al., 2020).

Tipos de Muestra
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e Esputo
e Lavado bronco alveolar (BAL)

e Lavado gastrico

Esta metodologia ha sido recomendada por la OMS para el diagnéstico de tuberculosis (TB)
de primera linea como una alternativa a la baciloscopia especialmente en personas infectadas
por el VIH por su alta sensibilidad y un tiempo de respuesta corto. Ofreciendo una estimacién
cuantitativa de la carga micobacteriana en forma de valores de umbral de ciclo (Ct) que se

correlacionan inversamente con la concentraciéon de bacilos de TB.

2.4.7 Diferentes estudios de concordancia de métodos

Actualmente los métodos utilizados para el diagndstico de laboratorio de la tuberculosis siguen
en constante evolucion con el fin de lograr resultados mas rapidos, menos costosos, pero sobre
todo precisos y para todo ello se realizan diferentes estudios para verificar la concordancia de

los métodos actuales.

La farmacorresistencia en tuberculosis es una emergencia de salud por su impacto negativo
en la trasmision por ellos en un estudio para determinar la precision diagnostica de Xpert MTB /
RIF y Xpert Ultra se encontré que Xpert MTB / RIF es sensible y especifico para diagnhosticar la
resistencia a la Rifampicina y fue mas sensible a la tuberculosis en los participantes con
baciloscopia positiva que en los participantes con baciloscopia negativa y con VIH negativos que
en los participantes con VIH. En comparacién con Xpert MTB / RIF, Xpert Ultra la version méas
reciente tuvo una mayor sensibilidad y menor especificidad para la tuberculosis y una sensibilidad
y especificidad similares para la resistencia a la Rifampicina. Toda esta informacién es importante
debido a que proporcionan resultados precisos que pueden permitir un inicio rapido del
tratamiento para la tuberculosis multirresistentes (Horne et al., 2019). A lo largo de los afios se

han realizado multiples estudios para evaluar la precision diagnostica de las diferentes
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metodologias actuales se han hecho multiples estudios buscando mejorar el diagnostico de TB
en el aflo 2016 se evaluaron frotis, cultivo y Xpert MTB / RIF donde se demostr6 que la
sensibilidad de la baciloscopia para la deteccion de M. tuberculosis, calculada con cultivo
positivo, fue del 63,8% (95% CI 50,1-76), la especificidad fue del 100% (95% CI 98,9- 100), el
valor predictivo positivo (VPP) fue del 100% (95% IC 91,5-96,5) y el valor predictivo negativo
(VPN) fue 94,4% (IC del 95%: 92,01-96,6) y la sensibilidad de Xpert MTB / RIF fue 100% (95%
Cl 93,8 - 100), especificidad 100% (IC 95% 98,9 -100), VPP 100% (IC 95% 93,8-100) y VPN
100% (IC del 95%: 98,9 -100). En resumen, encontramos que Xpert MTB / RIF proporciona una
mayor sensibilidad que la microscopia de frotis, tiene una sensibilidad cercana a la cultura solida,

y es muy especifica (Sauzullo et al, 2016).

En estudios donde se evalud el sistema de cultivo liquido Bactec MGIT con el método
Lowenstein-Jensen (LJ) para el diagndstico de Mycobacterium tuberculosis se demostré una
mejor tasa de recuperacion con un tiempo de respuesta mas corto para las muestras clinicas con
frotis positivo y negativo en comparacién con el método LJ convencional con una sensibilidad
mejorada en un 10% para la recuperacion este fue un estudio transversal de un total de 908
muestras entre el 1 de enero de 2013 y el 31 de diciembre de 2014 todas muestras clinicas se
procesaron siguiendo procedimientos estandar y la suspension final se inocul6 en tubos MGIT y
LJ inclinado donde la identificacion y confirmacion de MTBC se realiz6 mediante tincién con ZN
y prueba SD Bioline en sus resultados encontramos la tasa de recuperaciéon de LJ y MGIT, para
muestras con frotis positivo fue del 66,7% (74/111) y 87,4% (97/111) respectivamente, mientras
que para las muestras con frotis negativo muestras fue 13,4% (108/797) y 17,4% (139/797) para
los métodos LJ y MGIT, respectivamente. Como observamos la tasa de recuperacion general
para MGIT es significativamente mas alta que los métodos LJ [26% (236/908; vs. 20%, 182/908,

P =0.002)] (Diriba et al., 2017).
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Otro estudio donde se evalué el desempefio de Xpert MTB / RIF y BACTEC-MGIT 960 siempre
en la deteccién de Mycobacterium tuberculosis y resistencia a la Rifampicina en pacientes con
tuberculosis asociada a neumoconiosis dando como resultado que la metodologia de Xpert MTB
/ RIF tiene un buen desempefio en la deteccion de tuberculosis y resistencia a la Rifampicina ello
basado en un estudio de 133 casos hospitalizados con sospecha de tuberculosis activa asociada
a neumaoconiosis, la muestra utilizada fue de esputo se le realizo cultivo de LJ modificado, prueba
de susceptibilidad a farmacos con método de proporciéon convencional, Xpert MTB / RIF y
BACTEC-MGIT 960. Se analizé la sensibilidad y especificidad de las 133 muestras, las tasas
positivas de pacientes con tuberculosis en la prueba Xpert MTB / RIF, BACTEC-MGIT 960 y
cultivo de LJ modificado fueron 37,59%, 34,59% y 30,08%, respectivamente. No hubo diferencia
significativa entre las tres pruebas respectivamente (P> 0,05). Segun el cultivo LJ modificado, la
sensibilidad de Xpert MTB / RIF y BACTEC-MGIT 960 en la deteccion de tuberculosis fue del
92,5% y 95,0% respectivamente, y la especificidad en la resistencia a Rifampicina fue del 86,0%
y 91,4% respectivamente. No hubo diferencias significativas entre Xpert MTB / RIF y BACTEC-
MGIT 960 (P >0.05). De acuerdo con la prueba de susceptibilidad farmacoldgica del método de
proporcion convencional, la sensibilidad de Xpert MTB / RIF y BACTEC-MGIT 960 para detectar
la resistencia a la Rifampicina fue del 90,0% y del 100%, y la especificidad fue del 92,6% vy el
96,4%. No hubo diferencias significativas entre Xpert MTB / RIF y BACTEC-MGIT 960 (P > 0.05)

(Jin et al., 2019)

También se ha investigado la sensibilidad y especificidad comparativas de la baciloscopia y
el cultivo convencional en relacién con Ensayo Xpert MTB / RIF en pacientes con sospecha de
tuberculosis. Estudio de tipo transversal en el condado de Nyamira Hospital de referencia entre
los pacientes con sospecha de tuberculosis en Kenia. Para lo cual se utilizé el cultivo
de Mycobacterium tuberculosis como estandar de referencia la muestra utilizada fue esputo y

sus resultados mostraron que entre 682 participantes inscritos 182 (26,69%) fueron
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diagnosticados con TB positivos mientras que 500 (73,31%) no tenian TB. Comparando los
métodos Xpert MTB/RIF tuvo una mayor sensibilidad (100%) y especificidad (99,4%) en relacion
con el cultivo y un valor predictivo positivo de (98,4%) y un valor predictivo negativo valor de
(100%). La microscopia de frotis revelé una baja sensibilidad (26,4%) y una mayor especificidad
(98,2%).

También se realiz6 un andlisis de concordancia de baciloscopia y Xpert MTB/RIF. Los

hallazgos revelaron la prueba Xpert MTB / RIF tuvo una alta sensibilidad (Moraa et al., 2017)
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SITUACION ACTUAL DE LOS DATOS ESTADISTICOS DE TUBERCULOSIS EN UN
HOSPITAL DE TERCER NIVEL DE GUATEMALA DURANTE EL ANO 2,020
Tabla 1

Caracteristicas y factores de riesgo asociados a Tuberculosis en los pacientes evaluados

Xpert MTB/RIF Xpert MTB/RIF

Positivo Negativo Significancia

Genero Frecuencia (%) Frecuencia (%) P valor

Masculino 10 (9.17) 71 (65.14)

Femenino 7 (6.42) 21 (19.27) 0.112

Edad

Menos de 25 1(0.92) 2 (1.83) 0.597

25-44 7 (6.42) 49 (44.95) 0.36

45-64 6 (5.50) 24 (22.02) 0.435

Mayor 64 3 (2.75) 17 (15.60) 0.935
Historia de Tratamiento

Retratamiento 3 (2.75)* 3 (2.75)

Caso Nuevo 14 (12.84) 89 (81.65) 0.017

Comorbilidades

Diabetes 2 (1.83) 11 (10.09) 0.982

VIH 7 (6.42) 41 (37.61) 0.796

Enfermedad Renal 1(0.92) 10 (9.17) 0.462

Cancer 0 (0.00) 11 (10.09) 0.133

Otras 10 (9.17) 52 (47.71) 0.53

Ninguna 3 (2.75) 9 (8.26) 0.341

Frotis Ziehl Neelsen

Negativo 11 (10.09) 92 (84.40)

Positivo 6 (5.50) 0 (0.00) <0.001

Cultivo

Negativo 11 (10.09) 91 (83.49)

Positivo 6 (5.50) 1(0.92) <0.001

Nota: * = 3 pacientes con baciloscopia negativa, 2 con cultivo negativo y 1 con cultivo positivo.
Fuente datos obtenidos experimentalmente.

Nota: En la Tabla 1 se observan las caracteristicas demograficas y los factores de riesgo
estudiados en 109 muestras, encontrdndose diferencia significativa en aquellos pacientes con
historia previa de tratamiento antifimico en el Ultimo afio previo al estudio, en el frotis de Ziehl-

Neelsen y en el cultivo para micobacterias.
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Tabla 2

Rendimiento del Xpert MTB/RIF versus Cultivo para todas las Muestras en Estudio.

Cultivo Sensibilidad % Especificidad % VPP% VPN %
(95% ClI)
Versus
Xpert MTB/RIF 86 89 35 99

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente.

Nota: En la tabla 2 se detalla el rendimiento del cultivo ante Xpert MTB/RIF versus el cultivo
(método de referencia) para las 109 muestras del estudio, incluyendo muestras validadas y no
validadas por el método PCR.

Tabla 3

Rendimiento del Xpert MTB/RIF vs Cultivo para Muestras Validadas por el Método Xpert

MTB/RIF.
Cultivo Versus Sensibilidad Especificidad VPP% VPN %
% % (95% ClI)
Xpert MTB/RIF 100 94 40 100

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Nota: En la tabla 3 se detalla el rendimiento de cultivo ante Xpert MTB/RIF basado en la
sensibilidad, especificidad y valores predictivos en las muestras validadas para el método Xpert
MTB/RIF.
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Tabla 4

Frecuencia de tipos de muestras analizadas para identificacion de M. tuberculosis

Xpert MTB Xpert MTB

Positivo Negativo
Tipo de Muestra Frecuencia (%) Frecuencia (%) Total
Esputo 9 (8.26) 40 (36.70) 49
Liquido Cefalorraquideo (LCR) 0 (0.00) 30 (27.52) 30
Liquido Pleural 3 (2.75) 6 (5.50) 9
Lavado Bronquial 2 (1.83) 5 (4.59) 7
Liquido Peritoneal 0 (0.00) 4 (3.67) 4
Orina 0 (0.00) 3 (2.75) 3
Aspirado Orotraqueal (AOT) 1(0.92) 1(0.92) 2
Absceso 0 (0.00) 1(0.92) 1
Ganglio 1 (0.92) 0 (0.00) 1
Granuloma 1(0.92) 0 (0.00) 1
Masa 0 (0.00) 1(0.92) 1
Medula 0 (0.00) 1 (0.92) 1
Total 17 92 109

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Nota: En la Tabla 4 se observan todos los tipos de muestras incluidas en el estudio con su
porcentaje de frecuencias, mostrandose que las mas frecuente fueron las muestras de esputo en
primer lugar, seguido de las muestras provenientes de LCR y las otras muestras fueron en menor
proporcion.
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Figura 1

Distribucion de la frecuencia de tipo de muestras.

Frecuencia de Muestras
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Fuente: Datos obtenidos experimentalmente

Nota: La figura 1 muestra la distribucion del tipo de muestras analizadas durante el estudio.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Un diagnéstico inicial de tuberculosis es sumamente importante para un tratamiento efectivo
ademas de una reduccion de la trasmision de esta enfermedad en la comunidad, lo cual puede
favorecerse con los avances de la tecnologia y la implementacion de nuevos métodos de

diagnéstico por la metodologia molecular.

En el presente estudio se analizaron 109 muestras pulmonares y extra pulmonares en el
periodo enero a diciembre del afio 2020, en un hospital tercer nivel. Todas las muestras
trabajadas fueron de pacientes con sospecha clinica de TB y fueron analizadas tanto por PCR

(Xpert MTB/RIF) como con microscopia (Ziehl-Neelsen) y por cultivo sélido y liquido.

En la Tabla 1 se observan los datos demograficos y factores de riesgo que podrian haber
estado asociados a tuberculosis. En el estudio el 70.31 % (81 pacientes) fueron de sexo
masculino y 25.69 % (28 pacientes) de sexo femenino. La mayoria estuvo en la edad
comprendida de 25 a 44 afos (51.37 %). Cabe resaltar que pese a que se consideraron las
variables que por literatura tendrian significancia estadistica, en el presente estudio Unicamente
tuvo una diferencia estadisticamente significativa la del uso de tratamiento antifimico previo al

andlisis (P = 0.017).

Asi mismo, es importante mencionar que el rol del Xpert MTB/RIF en pacientes con historia
de tratamiento es aun desconocido, ya que entre las limitaciones del método seguln su inserto es
una de ellas debido a que en ellos pueden permanecer trazas de la Micobacteria ya sea
extracelulares o asociadas a células no intactas, las cuales pueden ser amplificadas en PCR,
aunque por ser inviables no son observadas en microscopia ni recuperables en el cultivo
(Cepheid, 2019; Herrera et al.,, 2017). Esto aunado a que se desconoce si los pacientes
completaron el tratamiento, explica el hecho de que los resultados positivos por PCR fueron 17

y solo 6 fueron detectados en microscopia y cultivo.
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Por otra parte, al incluir en el estudio muestras provenientes de pacientes con VIH se esperaba
un valor con significancia estadistica en el aislamiento de los bacilos de tuberculosis debido a la
posibilidad que tienen estos pacientes de presentar 18 veces mas la enfermedad, segun el
informe de la OMS respecto a la poblacién mas en riesgo de TB del afio 2,020 (Organizacion
Mundial de la Salud, 2020). Caso contrario a lo sucedido (Tabla 1). La razén por la cual pudo
deberse dado esta inconsistencia es que para pacientes VIH se sugieren analizar dos muestras
segun protocolo de uso clinico del Xpert MTB/RIF del Ministerio de Salud Publica de Ecuador por
ser casos con posibilidad de ser paucibacilares, lo que limita el diagnéstico (Protocolo de uso

Clinico del PCR en tiempo real , 2012).

La Diabetes mellitus y pacientes renales crénicos presentan estos factores de riesgo para la
tuberculosis activa y latente segun la Guia de Practica Clinica Basadas en Evidencia (Rios et al.,
2017). La Diabetes Mellitus (DM) es una creciente epidemia actualmente que deteriora la
respuesta inmune al inducir una funcién anormal tanto en la respuesta inmunitaria innata como
en la adaptativa (Birhanu et al., 2019), lo que aumenta el riesgo de desarrollo combinado de la
enfermedad de tuberculosis, complicaciones, resultados del fracaso del tratamiento, recaidas y
hasta la muerte (Rami et al., 2017). En el presente estudio Unicamente dos pacientes detectados
por Xpert MTB/RIF tuvieron DM. La poca frecuencia de este factor de riesgo en pacientes con
tuberculosis pudo deberse a que si bien la Diabetes mellitus puede descompensar las defensas
del cuerpo, se desconoce el porcentaje de progreso de tuberculosis latente a activa siendo esta
ultima la que pudo detectarse por los métodos empleados (Organizacién Panamericana de la

Salud, 2013).

Por otro lado la insuficiencia renal crénica (IRC) es un factor de riesgo para desarrollar TB
como se mencion6 anteriormente y su mortalidad es mayor (Anibarro, 2013). Debido a que su
identificacion y diagndstico es dificil y puede retrasarse ya que la presentacién clinica puede ser

atipica y algunos sintomas pueden ser atribuidos a la insuficiencia renal (Albornoz et al, 2017).
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De igual manera que con la DM la poblacién reportada positiva para TB con la comorbilidad IRC
fue escasa (1 paciente reportado positivo por medio de Xpert MTB/RIF) lo que pudo haber

derivado en la no significancia de la variable para nuestro estudio.

El Cancer es otro factor de riesgo no solo por la enfermedad misma sino también por estar
recibiendo quimioterapia o tratamiento con medicamentos inmunosupresores todo ello puede
reactivar una tuberculosis latente (Escalante et al., 2004). Las neoplasias que en diferentes
estudios se asocian con un mayor riesgo de enfermedad tuberculosa son las neoplasias
hematoldgicas, el cancer de pulmdn y los de origen en nasofaringe y eséfago (Garcia et al, 2016).
Como apreciamos en la literatura la enfermedad tuberculosa en pacientes con cancer es una
complicacién grave, con elevada mortalidad pero que en nuestro estudio no fue considerada la
variable porque ninguno de nuestros pacientes con resultado positivo para Mycobacterium

tuberculosis presento dicha patologia.

La OMS recomienda el uso del Xpert MTB/RIF para el diagnéstico de TB pulmonar y en

muestras seleccionadas para el diagnostico de TB extra pulmonar.

En la Tabla 1 se observa que de los 17 resultados positivos a través del Xpert MTB/RIF
(15.59% de todos los resultados) s6lo 6 fueron positivos con cultivo y los mismos también con
baciloscopia. Esto resulté en una diferencia estadisticamente significativa y pudo deberse a
varios factores, dentro de los que pueden mencionarse la calidad de muestra, el tipo de muestra
y la carga bacilar de la misma. En cuanto a la calidad de la muestra, cabe mencionar que si bien
fue una limitante del presente estudio no contar con los registros de la calidad de las muestras
analizadas, varias investigaciones han reportado que muestras principalmente salivares tienden
a ser positivos en PCR mientras que en cultivo suelen ser negativos debido a la baja carga bacilar

gue poseen (Acufia-Villaordufia et al., 2017; Moraa et al., 2017).

41



"

Goth

NIVERSIDAD

Otra variable que pudo influir y debe considerarse es el tipo de muestra ya que la mayoria de
las mismas contienen otras bacterias contaminantes, por lo cual se deben de emplear
procedimientos para destruirlas a fin de preservar a las micobacterias, sin embargo, esto puede
llegar a dafiar a las micobacterias pues en el proceso de descontaminacién de la muestra se ve
afectada de forma perjudicial la viabilidad de las mismas, tal y como fue reportado en el estudio
de Dorronsoro & Torroba (2007), en el cual se observé una reduccion de la sensibilidad general

del cultivo a sélo el 85% y mucho mas baja en la enfermedad paucibacilar.

A continuacion, se calcul6 la sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP)
y valor predictivo negativo (VPN) del GeneXpert versus el cultivo, siendo este ultimo el método
de referencia. En la Tabla 2 se observan las estimaciones realizadas al analizar todas las
muestras (pulmonares y extrapulmonares), cabe resaltar que no fueron tan prometedoras como
las calculadas a partir de muestras validadas por el método Xpert MTB/RIF segun la OMS (Tabla
3) (Cepheid, 2019) en las que se obtuvo una sensibilidad del 100 % y especificidad del 94 %. A
su vez, cabe notar que el VPP fue de 40 % y el VPN del 100%; esto puede explicarse por el
hecho de que es probable que la PCR sea positiva sin que el bacilo esté necesariamente viable,
de ese modo un resultado positivo no indica en su totalidad la posibilidad de que el paciente esté
enfermo, por lo que debe correlacionarse con la clinica; caso contrario al VPN, en el cual por la
misma razon, de no detectarse ninguna traza, descarta por completo la posibilidad de que el

paciente se encuentre enfermo (Cepheid, 2019).

Por dltimo, en la Figura 4 se puede notar que, al ser un hospital de tercer nivel, fueron recibidos
diferentes tipos de muestras, tanto para la busqueda de Tuberculosis pulmonar como de
tuberculosis extrapulmonar. La mayoria de las muestras fueron provenientes del aparato
respiratorio siendo el esputo la mas recibida, representando casi la mitad (49 %) de todas las
muestras, debido a que la tuberculosis pulmonar es la forma clinica mas frecuente y preocupante

por su capacidad de trasmision (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).
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Consecutivamente, la muestra mas frecuente fue liquido cefalorraquideo, seguido del liquido
pleural. Si bien es cierto que las muestras extrapulmonares no han sido validadas por la OMS
para el método de Xpert MTB/RIF, las mismas fueron incluidas ya que estudios recientes han
demostrado que la frecuencia relativa de la tuberculosis extrapulmonar ha ido en aumento (Ketata

etal., 2015) probablemente debido a su diseminaciéon hematégena o linfatica (Mayta et al., 2011).

Asi mismo, una revisién Cochrane sobre la precision de las pruebas (Xpert MTB/RIF y Xpert
Ultra) para diagnosticar la tuberculosis fuera de los pulmones (extra pulmonar) y la resistencia a
la Rifampicina de (Kohliet al., 2021) concluyé tras la revision de 69 estudios que el Xpert MTB/RIF
podria ser util para diagnosticar la tuberculosis extrapulmonar tomandose en cuenta que la
sensibilidad varia en las diferentes muestras extrapulmonares: mientras que para la mayoria de
las muestras la especificidad es alta. Lo anterior concuerda con lo evidenciado en la Tabla 4,
donde se observa que de las 17 muestres positivas por el método Xpert, 6 fueron muestras
extrapulmonares, las cuales representaron un 35% de las muestras positivas del estudio, siendo
3 de ellas de origen pleural, lo cual apoya el hecho de que la tuberculosis extrapulmonar es un

reto clinico actual (Amado et al., 2020).
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CAPITULO IV

APORTE DE INVESTIGACION

El presente estudio aporta informacion valiosa del area de Microbiologia de un hospital de
tercer nivel en Guatemala asi mismo sus resultados son datos que pueden ser de utilidad para

los diferentes laboratorios que busquen la implementacion de este método en nuestro pais.

Consideramos que este estudio representa un aporte mas respecto a la evaluacion de esta
prueba molecular ya disponible en el pais, esto contribuye al Plan Estratégico “Alto a la
tuberculosis” de la OMS, y por otra parte los resultados expuestos en este trabajo demuestran el

bajo indice de resistencia a la Rifampicina que presenta nuestro pais en este grupo de riesgo

La prueba Xpert MTB/RIF™ ha sido recomendada por la OMS desde el afio 2010, como una
prueba molecular rapida para el diagnoéstico de la tuberculosis y la resistencia a la Rifampicina.
Es importante evaluar los resultados de su uso en nuestro pais como cualquier metodologia
introducida para extrapolarlo a los guatemaltecos. Esto proporciona un mayor nivel de confianza

para el profesional en laboratorio clinico y el médico que refiere esta prueba.

Este tipo de investigaciones permite adquirir nuevos conocimientos sobre métodos
automatizados para el diagnéstico basados en biologia molecular para diagnostico de
tuberculosis, en un pais endémico como el nuestro y a la vez obtener una evaluacién de la
sensibilidad y especificidad que presenta el método Xpert MTB/RIF en la deteccion del

Mycobacterium tuberculosis.
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CONCLUSIONES

1. La exactitud diagnostica del Xpert MTB/RIF para muestras validadas con el cultivo para
tuberculosis como estandar diagndstico, fue una sensibilidad de 100% y especificidad de

94%.

2. Laestimacion de probabilidad de enfermedad del Xpert MTB/RIF para muestras validadas
con el cultivo de tuberculosis como método de referencia fue de 40% para el valor

predictivo positivo y 100% para el valor predictivo negativo.

3. El esputo fue el principal tipo de muestra recibida para la busqueda de Mycobacterium
tuberculosis con una frecuencia de 36.7% seguida de muestra de Liquido cefalorraquideo

con 27.52% y el liquido pleural 5.5%.

4. Los factores que presentan diferencia estadisticamente significativa en la deteccion de
Mycobacterium tuberculosis por Xpert MTB/RIF fue el uso previo de tratamiento

antifimico.

5. Las principales comorbilidades que presentaron los pacientes cuyas muestras

presentaron la deteccion de Mycobacterium tuberculosis fueron VIH con 37.61% seguida

de diabetes mellitus y cancer con 10.09%.
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