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RESUMEN

DETECCION DE INFECCION TUBERCULOSA LATENTE (ITBL) EN PERSONAL DE
SALUD PERTENECIENTE AL LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL CARLOS
ANDRADE MARIN EXPUESTO A MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS MEDIANTE
l.G.R.A.S EN EL ANO 2016.

Introduccion: En 1991, la Asamblea Mundial de la Salud, examiné la importancia de la
Tuberculosis (TB) como un problema de salud publica. A partir del 2001, en el Ecuador se
reconocio a la TB como problema de salud publica, por lo que se implementd la estrategia
DOTS (del inglés, Directly Observed Treatment, Short-course), la cual es recomendada
por la OMS y La Unién Europea en los servicios de salud. En el 2014 la tasa de
prevalencia de TB fue de 78 personas por cada 100.000 habitantes y la incidencia fue de 54
personas por cada 100.000 habitantes. (OMS, 2016) EIl personal de salud es uno de los
grupos més vulnerables a contraer una infeccidn por tuberculosis, debido a la manipulacién
y exposicion diaria con pacientes diagnosticados con TB y muestras bioldgicas
contaminadas; dichas personas pueden desarrollar una infecciéon latente sin presentar
sintomatologia, es por esta razon que la presente investigacion pretende detectar TB en el

personal de salud del laboratorio clinico, mediante la cuantificacion de Interferon-y en

sangre periférica - IGRA’s (del inglés, Interferon-yrealease assays).

Materiales y métodos: Estudio descriptivo y observacional para establecer la frecuencia
de trabajadores del laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade Marin (HCAM) de la
ciudad de Quito, con infeccion de tuberculosis latente (ITBL) y la relacion con variables
sociodemogréaficas y de actividad laboral. Se realizo la prueba de QuantiFERON®-TB
Gold en 50 muestras sanguineas pertenecientes los analistas del area de microbiologia,

micologia y al personal de limpieza de esta area.

Resultados: De las 50 muestras analizadas el 32% (n=16) fueron positivos. De los
pacientes positivos, el 44% (n= 7) corresponde al area de limpieza, el 37% (n= 6) al area
de microbiologia y el 19% (n= 3) al area de micologia. Los individuos con mas afos de
servicios (n= 7) entre 21-30 afios presentan un 44% de positividad. La edad que presento

un mayor porcentaje de positividad fue de 46-55 afios (n= 6) con el 38%.
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Conclusiones y recomendaciones: Existe una mayor frecuencia de contagio en el
personal que labora en el &rea de limpieza, seguida del &rea de microbiologia y finalmente
la del laboratorio de micologia. De acuerdo a los hallazgos, se sugiere revisar y controlar
los procedimientos de bioseguridad implementados en el laboratorio, para asi establecer las
acciones preventivas y correctivas para minimizar el riesgo de contagio y la propagacion
en las otras areas del laboratorio clinico, tanto en analistas, auxiliares de laboratorio y de

limpieza como en personal administrativo.

Palabras clave: Tuberculosis, tuberculosis latente, QuantiFERON®-TB Gold, IGRA’s,

personal de salud.
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ABSTRACT

DETECTION OF LATENT TUBERCULOSIS INFECTION (LTBI) ON HEALTH
WORKERS BELONGING TO THE CLINICAL LABORATORY OF CARLOS
ANDRADE MARIN HOSPITAL EXPOSED TO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
BY I.G.R.A.S DURING 2016.

Introduction: In 1991, the World Health Assembly discussed the importance of TB as a
public health problem. Since 2001, Ecuador recognized TB as a public health problem, and
the DOTS (Directly Observed Treatment, Short-course) strategy was implemented in
public health services. Until 2014 the TB prevalence rate was 78 per 100,000 inhabitants
and the incidence was 54 per 100,000 inhabitants. (OMS, 2016). Health workers is one of
the most vulnerable group to contract tuberculosis infection due to handling and daily
exposure to patients with TB and contaminated biological samples, which can develop a
latent infection without showing symptoms, It is for this reason that this research pretend
to detect TB in health personnel clinical laboratory by IGRA's that allows detection of the
bacteria quickly and reliably.

Materials and Methods: This is a descriptive and observational study, to set the
frequency of Clinical Laboratory Workers Hospital Carlos Andrade Marin (HCAM) of the
city of Quito, with latent TB Infection (LTBI) and relationship to sociodemographic
variables and labor activity study. The analysis performed incluided: area of microbiology,
mycology and cleaning staff this area of 50 blood samples belonging QuantiFERON®-TB
Gold test was performed.

Results: Of the 50 samples analyzed 32% (n = 16) were Positives. Of Positive patients, in
44% (n = 7) corresponds to the cleaning area, 37% (n = 6) to the microbiology area and
19% (n = 3) of mycology area. The Individuals with more years of service (n = 7) between
21-30 years show 44 % positivity. We got the highest percentage of infection in
individuals who are between 45-55 years with 38%, it was also observed further contagion
in the years of service in the range 21-30 years with 44%.

Conclusions and Recommendations: There is a higher frequency of infection in the staff
working in the cleaning area, followed by the area of microbiology and finally mycology
laboratory. According to the findings, it is suggested to review and monitor biosafety
procedures implemented in the laboratory, in order to establish preventive and corrective
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actions to minimize the risk of infection and spread in other areas of the clinical laboratory,

analysts, assistant’s laboratory and cleaning and administrative staff.

Keywords: Tuberculosis, QuantiFERON®-TB Gold, latent tuberculosis, IGRA's,

frequency, health workers
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INTRODUCCION

La tuberculosis persiste como un problema de salud publica a nivel mundial y la tendencia
epidemioldgica de la incidencia de tuberculosis sigue aumentando en el mundo, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que existen 16,2 millones de casos de
tuberculosis (TB) en el mundo y que el 95% de los casos corresponden a los paises en via
de desarrollo. En el Ecuador en el 2001 se reconocio a la tuberculosis como un problema
de salud publica y se implementé la estrategia DOTS (tratamiento directamente
supervisado de corta duracién), la cual tiene como objetivo poner fin a la epidemia de la
tuberculosis. (OMS, 2016)

Una de las enfermedades infecciosas mas relevantes en los paises en vias de desarrollo o
dependientes, es la tuberculosis. A pesar de haber pasado mas de un siglo del
descubrimiento del bacilo de la tuberculosis por Robert Koch y con los adelantos médicos
cientificos, se ha logrado reducir en forma notable la mortalidad méas no la morbilidad, es
decir reducir la cantidad de muertes en una poblacion mas no el namero de personas que
contraen la enfermedad. Hasta el 2014 la tasa de prevalencia de tuberculosis fue de 78
personas por cada 100.000 habitantes y la incidencia fue de 54 personas por cada 100.000
habitantes. (OMS, 2016)

La tuberculosis debe ser considerada como una enfermedad ocupacional, el personal de
salud es uno de los grupos mas vulnerables a contraer una infeccion por tuberculosis,
debido a su manipulacion y exposicion diaria con pacientes diagnosticados con
tuberculosis y muestras biologicas contaminadas. ElI mecanismo de transmision de la
tuberculosis es directo, es decir de persona a persona a traves de la via aérea. Esta forma de
contagio es la mas efectiva y la méas dificil de prevenir, por lo tanto la probabilidad de
infectarse depende del grado y tiempo de contacto con el bacilo, como por ejemplo, la sala
de emergencia de hospitales, salas de broncoscopia o nebulizacién, servicios de

neumologia, salas de autopsia, laboratorios de cultivos de micobacterias, etc.



La evidencia que confirma que la tuberculosis es una enfermedad ocupacional para el
personal de salud se ha documentado en diferentes estudios que muestran prevalencia e

incidencia de contagio de tuberculosis en el personal de salud. (Mazurek, 2011)

1.1 JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera a la tuberculosis (TB) como una
de las principales causas de muerte a nivel mundial; una de cada tres personas esta
infectada con bacterias de Mycobacterium tuberculosis generando su forma latente y solo
una pequefia porcion de esta poblacion desarrolla la enfermedad (OMS, 2014), por lo que
se transforma en un problema de salud publica muy importante. Por este motivo la
deteccion de la tuberculosis en personal de salud expuesto es de suma importancia, ya que
es una poblacion muy vulnerable. Se conoce que la transmisién de esta enfermedad puede
ser por via directa, es decir, de una persona a otra, principalmente por gotas de saliva que
contengan el microorganismo; sin embargo otra via de transmision es por via indirecta o
inhalacion ya que se conoce que el bacilo tiene una gran resistencia para persistir viable
durante periodos prolongados en condiciones de sequedad, debido a su gran resistencia a

condiciones ambientales. (Guerrero, 2006)

Los métodos de diagnostico en los ultimos 30 afios no han mostrado avances importantes,
basandose Unicamente en la deteccion microscépica del bacilo. La identificacion del bacilo
mediante cultivo sigue siendo la prueba estandar de oro para el diagndstico, aln a pesar de
la demora para obtener los resultados, que en el mejor de los casos es entre 3 y 4 semanas.
(Aguilar, 2008). EI cultivo sigue siendo el método mas especifico y sensible para detectar
Mycobacterium tuberculosis, ya que permite determinar la enfermedad con escasa
poblacion bacilar de hasta 10 BAAR/ml. (MSP, 2013).

La deteccion de tuberculosis por métodos tradicionales toma alrededor de 12 semanas,
debido a esto se han introducido metodologias moleculares rapidas y precisas que son
aplicables a grupos de alto riesgo de contagiarse como: personal de laboratorio clinico,
personal de enfermeria, personal de limpieza, individuos que estan en condiciones de
aislamiento-carceles, grupos confinados-refugios para indigentes, poblaciones con

HIV/SIDA, inmigrantes, indigenas y otras poblaciones marginales.



El incremento de casos de tuberculosis adquirida en los servicios de salud cobra relevancia
en estos tiempos, ya que los trabajadores de salud se encuentran sometidos a un riesgo
mayor que la poblacion en general debido a su trabajo diario con los pacientes infectados
con Mycobacterium tuberculosis. Es por esta razén que la deteccion temprana de Infeccién
tuberculosa latente (ITBL) en personal de salud es necesaria, ya que se evitaria el contagio
a mas personas y también de esta manera se puede dar un tratamiento profilactico

adecuado.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Tuberculosis es una enfermedad que representa un grave problema de salud publica a
nivel mundial. Segin la OMS, un tercio de la poblacion se ve afectada por Mycobacterium
tuberculosis y la tuberculosis es la segunda causa de muerte a nivel mundial después del
SIDA; en el 2013, 9 millones de personas desarrollaron tuberculosis y 1.1 millones de
personas murieron por esta enfermedad. La incidencia es mayor en mujeres entre los 15 y
44 afos. (OMS, 2014).

Segun datos el Ministerio de Salud Publica del Ecuador (MSP), al 2012 existi6 una
prevalencia del 37,18% vy la incidencia del 32.91% del total de la poblacion (15°520.973
habitantes) y se reporté una mortalidad del 2,76%. (MSP, 2012).

La tuberculosis infecta a cualquier persona que esté expuesta a la bacteria o que se
encuentre dentro de una poblacion en riesgo. Los factores de riesgo influyen tanto en la
posibilidad de exponerse al contagio como en el desarrollo final de la enfermedad, puesto
gue una persona infectada no siempre desarrolla la enfermedad, ya que depende del estado

de su sistema inmunoldgico. (OMS, 2014).

Hay un conjunto de condiciones influyentes para el desarrollo de tuberculosis: bioldgicas,
sociales y ambientales, las mismas que aumentan las probabilidades de su evolucion hacia
un estado patologico. Personas infectadas por el virus del HIV-1/2 tienen entre el 21-34%
mas de probabilidad de contraer esta enfermedad, aunque también afecta a personas con
diferentes enfermedades inmunitarias. Uno de los factores que aumenta el riesgo de
desarrollar tuberculosis es el consumo de tabaco, segin la OMS mas del 20% de los casos

de tuberculosis se deben al habito de fumar. (OMS, 2014)
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Una de las poblaciones susceptibles al contagio de Mycobacterium tuberculosis es el
personal de salud que est& en contacto directo con el agente causal, ya sea proveniente del
paciente infectado o con sus fluidos bioldgicos, que pueden ser positivos para tuberculosis.
Algunos estudios han demostrado que los trabajadores de salud tienen una alta
probabilidad de tener ITBL y de desarrollar tuberculosis comparado con el resto de la
poblacion. Dentro de esta poblacion se hallan los analistas de laboratorio clinico del area
de microbiologia de hospitales de Il nivel de atencion, a la que se refieren muestras
bioldgicas para deteccion de diferentes patdgenos entres estos Mycobacterium
tuberculosis, siendo uno de los grupos mas expuestos y que pese a las buenas practicas de
laboratorio (BPL) y uso de los equipos de proteccion personal (EPI's) podrian ser
susceptibles al contagio. Por esta razén el estudio se enfoca en personal de salud que
trabaja en el area de microbiologia, al ser quienes manejan directamente las muestras de
pacientes con tuberculosis. (MINSA, 2012).

Se plantearon las siguientes preguntas de investigacion:

¢Cual es la frecuencia de ITBL en el personal de salud del laboratorio de microbiologia

que labora en el Hospital Carlos Andrade Marin de la ciudad de Quito?

¢Las medidas de seguridad ocupacional empleadas por la casa de salud son suficientes para

evitar el contagio del personal frente a Mycobacterium tuberculosis?
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer la frecuencia de contagio en el personal de salud de laboratorio clinico del area
de microbiologia y limpieza de la misma area del HCAM que manipulan y procesan

muestras biologicas para deteccion de Mycobacterium tuberculosis

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la frecuencia de infeccion tuberculosa latente (ITBL) en el personal de
laboratorio de microbiologia y en el personal de limpieza de la misma area del
HCAM mediante la técnica IGRAs (del inglés, Interferon gamma realease assays).

e Establecer la frecuencia del personal con infeccion tuberculosa latente (ITBL) segln el
area a la que pertenecen en el laboratorio clinico del HCAM mediante la técnica
IGRAS.

e Verificar el cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) y uso de
Equipos de Proteccion Individual (EP1"s) por el personal de laboratorio clinico y por el
personal de limpieza que esta expuesto a Mycobacterium tuberculosis, de acuerdo a lo
establecido en el Manual de Calidad de Microbiologia.

e Relacionar la presencia de personal con infeccion tuberculosa latente (ITBL) vy su

tiempo de antigliedad en el area de trabajo establecida.
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CAPITULO 11

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 ANTECEDENTES

Antes del 2001, el test de la tuberculina en piel (del inglés Tuberculin Skin Test-TST) fue la
Unica prueba disponible para la deteccion de infecciones por Mycobacterium tuberculosis.

(American Thoracic Society, 2.000)

Con el pasar de los afios, se reconocié que el Interferdn-y jugaba un papel critico en la
respuesta inmune mediada por células en la infeccion de Mycobacterium tuberculosis, lo
que llevo al desarrollo de los ensayos enfocados en la produccion de INF-y (del inglés
Interferon gamma realease assays — IGRASs), los mismos que fueron aprobados por la FDA
en el 2005 e incorporados a sus guias de manejo de pacientes con Tuberculosis. (C.D.C.
2.010).

La deteccion de Interferon-y se da por la sensibilizacion de linfocitos T en presencia de tres
proteinas especificas de Mycobacterium tuberculosis, ESAT-6 (del inglés, early secretory
antigenic target — 6), CFP-10 (del inglés, cultura filtrate protein-10), y TB7-7. En lo
relacionado con el test de la tuberculina se confirmo que esta prueba no ayuda a distinguir

entre tuberculosis latente y tuberculosis activa. (Gerald H. Mazurek M. J., 2010)

En Italia, en el Hospital de Padua, entre mayo y junio del afio 2010 se realizé un screening
de TB latente en un grupo de 53 trabajadores de laboratorio que tenian mayor riesgo de
contagio debido a la actividad que realizaban como el procesamiento de muestras
contaminadas con Mycobacterium tuberculosis usando QuantiFERON®-TB Gold. De los

53 trabajadores testeados 46 resultaron negativos es decir el 87% y 7 trabajadores
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resultaron positivos, es decir el 13%; estos resultados fueron confirmados con la repeticion
de QuantiFERON®-TB Gold. También fue analizado por el mismo método otro grupo de
78 trabajadores de diferentes &reas del hospital en el que se encontraron 63 muestras
negativas (81%) y 15 positivas (19%) determindndose asi la importancia del uso de este
método de detecciodn. (Zanetti, 2012)

En Oviedo-Esparia, en el afio 2011 se realizé a manera de prueba, un ensayo para saber si
la técnica IGRAs podria ser utilizada como una prueba de deteccion de una infeccién
tuberculosa, al realizar las pruebas y compararlas con la TST, el resultado fue que IGRAS
si sirve para la deteccion de infeccion tuberculosa. (Guillén, 2011).

En la actualidad se estan realizando varios estudios para deteccién de infeccion tuberculosa
latente, el PhD Madhukar Pai en su investigacion indica que la técnica IGRAs no puede
identificar entre una infeccidn tuberculosa latente y una tuberculosis activa, ya que para
este ultimo el estandar de oro sigue siendo el cultivo microbiol6gico, ademaés es util en el
diagndstico de infeccion tuberculosa latente en personas que han sido vacunadas con la
BCG, ya que estos IGRAs no se ven afectados por la vacuna con el Bacilo de Calmette-
Guerin. (Madhukar Pai, 2015)

Ecuador es uno de los paises que no cesa contra la lucha de tuberculosis debido a que es
una enfermedad que ha prevalecido a lo largo de la historia y sigue afectando a millones de
personas en todo el mundo, por ello el Ministerio de Salud Pdblica mediante el PAI
(Programa ampliado de inmunizaciones) asegura y garantiza la inmunizacion universal y
equitativa de los ecuatorianos usando vacunas de calidad y gratuitas para la prevencion y
control de enfermedades infecto-contagiosas. Un ejemplo de aquello es la vacuna de la
BCG (bacilos Calmette—Guerin) que debe ser aplicada a todos los recién nacidos o
menores de 1 afio y es de vital importancia para prevenir la meningitis tuberculosa causada
por Mycobacterium tuberculosis, la misma que puede desarrollarse principalmente en

nifios durante los 5 primeros afios. (PAI, 2012)

La vacuna BCG causa una reaccion cruzada con la prueba de tuberculina debido a que el
tipo de antigeno utilizado consiste en derivados proteicos purificados del inglés purified

protein derivative que contiene proteinas de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
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bovis (presente en la BCG) y otras bacterias no tuberculosas lo que le resta especificidad a
la prueba. (Rodriguez, 2014).

Existen profesiones directamente asociadas con un mayor riesgo de padecer tuberculosis
entre estas el personal de salud, la probabilidad de estos individuos de infectarse depende
del grado y tiempo de contacto con el bacilo, el laboratorio microbioldgico y el area de
limpieza son lugares donde existe una mayor oportunidad de entrar en contacto con el
bacilo debido a que se manipulan cultivos, muestras y material contaminados con el bacilo;
por lo tanto, las personas que laboran en estos ambientes estan en riesgo de infectarse y

padecer tuberculosis por consecuencia de su ocupacion.

2.2 TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad causada por la bacteria alcohol acido resistente
Mycobacterium tuberculosis, afectando a varios Organos pero principalmente a los
pulmones. Esta bacteria produce diferentes cuadros patologicos debido a sus caracteristicas
biolégicas como por ejemplo su virulencia variable y multiplicacion lenta que favorece la
cronicidad de la enfermedad. No posee toxinas conocidas, lo que influye en la persistencia
de su estado de latencia y sus diferentes antigenos hacen que el huésped produzca varias
respuestas inmunologicas. Entre los factores de riesgo que producen la morbilidad de esta
enfermedad estan: la pobreza, la negligencia en el diagndstico, el tratamiento y la
enfermedad de HIV/SIDA. La OMS ha estimado que para el 2020, 200 millones de
personas enfermaran y 35 millones falleceran por tuberculosis. (OMS, 2014)

2.2.1 INFECCIONES ASOCIADAS A LA ATENCION DE LA SALUD (1AAS)

En la actualidad se conoce que los peligros que corren los trabajadores de la salud en
adquirir y desarrollar la enfermedad son muchos, y estos aumentan si la persona posee HIV
o tiene alguna enfermedad que comprometa su sistema inmunologico. A continuacion se

detallan las areas de mayor riesgo en un hospital, segun la O.M.S. al 2014:

Personal de laboratorio de anatomopatologia: en especial el personal que realiza

autopsias tienen un riesgo elevado de contagio, debido a que varios pacientes mueren sin
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saber que habian tenido la infeccion y al momento de realizar las autopsias el bacilo se
dispersa por el aire y puede infectar al personal. (OMS, 2014)

Personal de laboratorio clinico: en especial los que laboran en el area de pre-analisis,
andlisis y pos-andlisis, en los ultimos afios se ha estimado un incremento de riesgo en
nueve veces mas que cualquier persona que labore en otra area. (OMS, 2014)

Personal de enfermeria: presentan un riesgo elevado, ya que tratan con pacientes que
padecen de tos, y al momento de recolectar la muestra de esputo en un ambiente cerrado el
bacilo queda en el aire si no es bien recogida la muestra. (OMS, 2014)

Personal médico: los profesionales con un mayor riesgo de contraer tuberculosis son los
neumdlogos, cirujanos toracicos, médicos que laboran en las salas de emergencia y
médicos generales. (OMS, 2014)

Personal no profesional: estudiantes, voluntarios, ayudantes, personal de limpieza y
mantenimiento. (OMS, 2014)

2.2.2 SINTOMAS

Cuando la persona tiene infeccion de tuberculosis latente, no presenta ningin sintoma, pero
si la persona desarrolla la enfermedad de tuberculosis presenta varios sintomas y estos
dependen del lugar del cuerpo donde se estén reproduciendo las bacterias; generalmente el
crecimiento bacteriano ocurre en los pulmones, aungue los sintomas pueden variar de

forma individual en cada paciente.

La infeccion de tuberculosis activa presenta estos sintomas habituales que pueden ser leves

durante los primeros meses:

e debilidad o cansancio generalizado;
e sudores durante la noche;

e pérdida de peso;

o fiebre;

Cuando la infeccion en los pulmones se agrava, los sintomas se presentan mas fuertes e

incluyen:

. una tos intensa que dura 3 semanas 0 mas;

. dolor en el pecho;
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tos con sangre o esputo (flema desde el fondo de los pulmones);

falta de apetito;

escalofrios;

disnea (dificultad para respirar);

Si la infeccion se vuelve extrapulmonar y se disemina a otros 6rganos, los sintomas van a

depender de los 6rganos afectados.

A lo largo de un afio, un enfermo tuberculoso puede infectar a unas 10 a 15 personas
cuando tose, estornuda o escupe, de esta manera expulsa bacilos tuberculosos al aire y
basta con que una persona inhale unos pocos bacilos para quedar infectada. (MSP, 2013)
(OMS, 2015)

2.2.3 BASE INMUNOLOGICA

M. tuberculosis puede sobrevivir en el ser humano a pesar de que se genere una respuesta
inmunitaria y permanecer en infeccidn latente sin presentar sintomas. La reactivacion de la
infeccion causa la enfermedad tuberculosa que puede ser ocasionada por varios factores
que provoquen una inmunosupresion en el individuo como: desnutricion, HIV1/2,
enfermedades neoplésicas, fumar y otros factores. La infeccion por M. tuberculosis ocurre
en cuatro estadios: Primer estadio: comienza con la inhalacion del bacilo y su llegada a los
alveolos pulmonares donde son ingeridos y destruidos por los macrofagos alveolares y
células dendriticas, los bacilos que escapan de la destruccion intracelular inicial se

multiplican y se produce una muerte de los macrofagos llamado “estallido celular”

Para el segundo estadio con el estallido celular se inicia la liberacion de PAMP (Patron
molecular asociado a patdgenos) y DAMP (Patron molecular asociado al dafio) vy
produccion de quimiocinas inflamatorias que provocan el reclutamiento de monocitos en el
pulmon y luego se diferenciaran en macréfagos para ingerir los bacilos, pero las bacterias
crecen logaritmicamente. Tres semanas después la inmunidad es mediada por células T
CD4" y Thy (Linfocito T helper 1). En el tercer estadio se detiene el crecimiento
logaritmico bacteriano y las células Thy controlan el desarrollo de los bacilos dentro de los
macrofagos que constituyen el granuloma (formado por el bacilo, macréfagos y otras

células reclutadas) volviéndose una infeccidn latente. Finalmente el cuarto estadio es la
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consecuencia de la rotura del granuloma y la diseminacion de la infeccién permitiendo la

diseminacion intrapulmonar o extrapulmonar de varios bacilos infecciosos. (Guillén, 2011)

2.2.3.1 RESPUESTA INMUNITARIA INNATA DEL HUESPED

Cuando los mecanismos propios de la inmunidad innata son capaces de destruir los bacilos,
los individuos no desarrollan la infeccion, para esto actian los macréfagos y las células
dendriticas secretando quimiocinas inflamatorias que reclutan monocitos al sitio de
infeccion y logran fagocitar las bacterias en la primera etapa de la infeccion, ademas los
monocitos, macrdfagos y células dendriticas presentan en su superficie receptores tipo Toll
(TLR) que son capaces de reconocer la pared celular de las micobacterias y estimulan su
capacidad microbicida y liberacion de citocinas para una mejor respuesta inflamatoria
local. (Guillén, 2011)

2.2.3.2 RESPUESTA INMUNITARIA ADAPTATIVA DEL HUESPED

Esta respuesta es mediada principalmente por células Thy las cules viajan hacia el foco de
la infeccion, es decir al pulmdn y son capaces de reconocer los péptidos antigénicos de M.
tuberculosis presentados por los macrdfagos, los Thi se activan y producen citocinas INF-y
y TNF-a. El Interferén-y cumple un papel muy importante, debido a que este brinda
proteccién en la respuesta inmune del tipo celular al momento del contacto con el

microorganismo. (Guillén, 2011)

2.3 PRUEBAS DE DIAGNOSTICO PARA TUBERCULOSIS

Para el diagnostico de tuberculosis es importante una toma de muestra adecuada en cuanto
a calidad y cantidad, al igual que su almacenamiento y traslado al laboratorio con el fin de

asegurar unos resultados confiables.

2.3.1 BACILOSCOPIA DIRECTA

La baciloscopia es la herramienta primaria para el diagnostico de la tuberculosis y para
evaluar la respuesta al tratamiento; de bajo costo y de rapida ejecucion, posee una
sensibilidad que varia entre el 30-80% el cual dependera directamente del aislamiento del

cultivo, y una especificidad que oscila entre los 96-99%.
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Se emplean muestras de procedencia pulmonar ya sea por expectoracion natural o inducida
0 muestras extra_pulmonares (liquido pleural, liquido cefalorraquideo, biopsias, etc.); para
el diagnostico se examinan tres 0 mas muestras seriadas de esputo debido a que la
eliminacién de bacilos no es continua y para control se deben realizar las baciloscopias de

manera obligatoria hasta el término del tratamiento.

El procedimiento se basa en la capacidad de las micobacterias para incorporar y retener
ciertos colorantes ante la accién de acido y alcohol, propiedad conocida como acido-
alcohol-resistencia como se puede ver en la figura 1, donde se indica una tincion Ziehl

Neelsen positiva

La observacion microscopica debe establecer la presencia de bacilos acido-alcohol
resistentes en el frotis y el nUmero promedio aproximado observado por campo. Para que
el diagndstico sea positivo se necesita de 5000 a 10000 BAAR x ml. El resultado se sefiala
en cruces (+ si se observa entre 10 y 99 BAAR en 100 campos observados, ++ si se
observa entre 1 y 10 BAAR en 50 campos observados, +++ si se observa mas de 10 BAAR
en 20 campos observados, o Negativo si no se encuentran BAAR en los 100 campos
observados). (Ortiz, 2013) (Balandrano 2013)

Figura 1 Tincion Ziehl Neelsen positiva para bacilo M. tuberculosis
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Fuente: OMS. (Mazo de 2014). Obtenido de http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs104/es/
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2.3.2 CULTIVO DE Mycobacterium tuberculosis

El cultivo es la prueba estandar de oro para el diagnostico de tuberculosis ya que este
método bacteriologico es muy sensible y especifico para detectar Mycobacterium
tuberculosis aun ante escasa poblacion bacilar (desde 10 BAAR por mL). El cultivo es una
técnica que requiere mayor tiempo, equipamiento y costo que la baciloscopia, sin embargo
ofrece una mayor sensibilidad (70-90%) y buena especificidad (80-95%). (Paz, 2011)

La muestra requiere una descontaminacion o neutralizacion antes de ser procesada y luego
es inoculada y sembrada en un medio de cultivo altamente selectivo y especifico Ilamado
Lowenstein Jensen como observamos en la figura 2. Uno de los inconvenientes mas
importantes de este método es que la bacteria tiene un crecimiento lento, por lo que el
cultivo demora alrededor de 8 semanas para dar un resultado diagndstico. Se debe realizar
tres lecturas del cultivo: a la primera semana, a la cuarta semana y el resultado definitivo a
la octava semana. Se obtiene un resultado negativo si no hay crecimiento y en caso de ser
positivo se debe indicar el nimero exacto de colonias como en la figura2, donde encontrara
colonias de M. tuberculosis en un cultivo): si hay de 10 a 100 (+), si hay méas de 100

colonias (++) y si es incontable positivo (+++) (MSP, 2013)

Figura 2 Colonias de M. Tuberculosis en medio Lowenstein Jensen

Fuente: INDRE. (07 de Abril de 2011). Direccion General de Epidemiologia. Obtenido de
http://www.indre.salud.gob.mx/interior/lab_micobacterias.html

2.3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
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Esta prueba es una de las mas rapidas para el diagnostico de la tuberculosis, se la puede
realizar en varias muestras como: sangre, esputo, lavado bronquial, orina entre otras.
(MSP, 2013)

El desarrollo de esta técnica ha revolucionado el diagnostico microbioldgico, ya que esta
prueba permite detectar secuencias de ADN y ARN en menos de ocho horas como se
observa en la figura 3, dando un buen resultado, debido a su alta especificidad (95-100%) y
su moderada sensibilidad (75-90%), se ha recomendado no utilizar esta prueba en
pacientes que tengan baja sospecha clinica y que demuestren resultados radiol6gicos

normales.

La desventaja de esta prueba es que puede llegar a dar resultados falsos positivos en
pacientes que tengan una infeccion latente, o se pueden obtener resultados falsos negativos,
los cuales se deben a la presencia de inhibidores en la muestra, también se debe a la falta
de secuencias de acidos nucleidos que se amplificaran, o a problemas en la obtencién del
ADN. (Agudelo, 2012)

Figura 3 Gel de electroforesis de PCR amplificado Gen pcaA

Fuente: Ramazanzadeh, R. (2016). Indian Journal of Medical Microbiology. Obtenido de
http://www.ijmm.org/searchresult.asp?search=tuberculosis&author=&journal=X&but_search=Search&entries=
10&pg=1&s=0

2.3.4 QUANTIFERON®-TB Gold
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Esta prueba se utiliza como herramienta para la deteccion de infeccion de TB latente, y se
basa en la deteccion de Interferon-y secretado por los linfocitos T sensibilizados en
presencia de tres proteinas (ESAT-6, CFP-10 y TB7.7) como observamos en la figura 4.
Estas proteinas se encuentran presentes en Mycobacterium tuberculosis. La técnica usada
para la cuantificacion de INF-y es ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay). (Gerald H. Mazurek M. , 2011)

El uso de esta prueba ha sido aprobada en varios paises, especialmente para la deteccion de
infeccion tuberculosa latente, tratando asi de sustituir a la prueba de la tuberculina, esta
prueba es de gran uso debido a que nos da un diagnostico rapido sobre todo en los

pacientes que en la tincion de Ziehl y en la PCR han sido negativos. (Garcia-Gasalla, 2010)

En los pacientes con HIV-1/2 o con trasplante de higado y que estén tomando
medicamentos inmunosupresores, diabetes, insuficiencia renal, leucemia, las mujeres
embarazadas con bajas defensas, aunque la prueba de QUANTIFERON®-TB Gold les
diera negativo, y tengan tos prolongada por mas de ocho dias y problemas respiratorios,
deberan realizarse otras pruebas mas especificas.

Esta prueba puede mejorar las eficiencias en el estudio de contactos, ya que sobrepasa a la
prueba de la tuberculina, el QUANTIFERON®-TB Gold ha demostrado ser mas
especifica (90%), pero debido a su limitada sensibilidad (89%), el resultado no permite

descartar ni confirmar una tuberculosis activa.

Figura 4 Principios de la prueba de QUANTIFERON®-TB Gold
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2.4 MARCO CONCEPTUAL

e Individuo de referencia: es un individuo seleccionado con fines de comparacion
mediante unos criterios definidos en cada caso. Es importante que el criterio elegido
sea el estado de salud, pero la definicion no se limita a esto, sino que también puede
incluir el sexo, edad, raza, situacion geogréfica, etc. (OSMAN, 2013)

e Poblacién de referencia: conjunto de todos los individuos de referencia, utilizado
para establecer criterios de comparacion de una poblacion en estudio. (OSMAN, 2013)

e Muestra de referencia: es un subconjunto de la poblacion de referencia constituido
por el nimero adecuado de individuos para que sea representativo de dicha poblacion
de referencia. (OSMAN, 2013)

e IGRAS: Interferon y realease assays (Ensayos realizados con Interferon Gamma).
(Rodriguez, 2014)

e Interferon gamma: molécula importante para la deteccién de la infeccion
tuberculosa. (Abbas, 2012)

e Gold estandar: prueba en la que se va a basar el diagnostico final, la cual sirve de
referencia para todas las pruebas. (MSP, 2013)

e ELISA: técnica basada en inmunoensayo ligado a una enzima la cual detecta antigeno
0 anticuerpo. (Rodriguez, 2014)

e PPD: prueba de tuberculina en la cual se sensibiliza a la persona para la deteccién de
tuberculosis latente. (MSP, 2013)

e BCG (Bacillus de Calmette y Guérin): vacuna contra la tuberculosis preparada a
partir de extracto de Mycobacterium bovis. (Abbas, 2012)

e Antigeno: sustancia extrafia que puede causar una reaccién inmunolégica. (Abbas,
2012)

e Anticuerpo: sustancia liberada por linfocitos en presencia de una sustancia extrafa
(antigeno). (Abbas, 2012)

e Citoquina: son proteinas que regulan la interaccion del sistema inmune. (Abbas,
2012)
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2.5 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable

Indicador

Escala

Tipo de variable

principal Definicion conceptual | Definicion operacional Dimension Técnica
Infeccion  ocasionada | Interferon-y producido por indices de Interferén-
Tuberculosis | por Mycobacterium | linfocitos T en personas Positivo / IGRAS
latente tuberculosis, en sensibilizadas por . y encontrados en Nominal Cualitativa ( QuantiFERON®-
; - Negativo
ITBL pacientes Mycobacterium Suero TB Gold)
asintomaticos. tuberculosis
Variables . L . . L . . .
: Definicion conceptual | Definicion operacional Dimensién Indicador Escala Tipo de variable .
secundarias Técnica
Tiempo de vida de una Rangos de~edad:
26-35 afos . -
persona desde el ~ Media, desviacién . - .
~ . 36-45 afios , . Continua / Cuantitativa / Formulario de
Edad momento que nace Afios cumplidos ~ estandar y frecuencia . - .
46-55 afios ’ Discreta cualitativa registro de datos
hasta el momento ~ relativa (%)
56-65 afos
actual
Variable biol6gica y
genética que divide a Frecuencia relativa
Sexo los seres humanos en Hombre/mujer Sexo Nominal Cualitativa Formulario de
o _ (%) i
dos posibilidades: registro de datos
mujer u hombre
Rangos de afios
~ . ~ . de servicio: Media, desviacion
Afos de servicio del | Afios de permanencia en el o ) . .
. S . . 1-10 afios estandar Continua / - Formulario de
Antigiiedad individuo en su drea de | Hospital Carlos Andrade ~ . Cualitativa .
. : 11-20 afios Discreta registro de datos
trabajo Marin o
21-30 afios
31-40 afios
. i i i 1 Frecuencia relativa
Servicio al que | Area de trabajo a la que Area de trabajo en el Mlcr_oblolqgla, . _— Formulario de
. Micologia, (%) Nominal Cualitativa .
pertenece. pertenece. laboratorio Limpieza registro de datos
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizd una investigacion de tipo descriptivo, transversal y observacional, en el que se
estudiaron las caracteristicas del personal que labora en el laboratorio clinico en las areas de
microbiologia, micologia y limpieza del Hospital Carlos Andrade Marin y se establecio la
frecuencia de pacientes con tuberculosis latente en este grupo en un momento del tiempo,
ademas el factor de estudio no fue controlado por las investigadoras, solo se observaron,

midieron y analizaron las variables de interés en los sujetos.

3.2 POBLACION
La poblacion corresponde al personal de salud que trabaja en el laboratorio clinico del
Hospital Carlos Andrade Marin en la ciudad de Quito, en las &reas de microbiologia-

micologia, en tareas analiticas, técnicas y de limpieza y mantenimiento.

3.3 MUESTRA Y TAMARNO DE MUESTRAL

Se decidio trabajar con el total del personal que se encuentra trabajando en el area de
Laboratorio clinico (Microbiologia, micologia y limpieza) del Hospital Carlos Andrade Marin
los cuales suman 50 personas;

Area de Microbiologia: 19 personas

Area de Micologia: 9 personas

Area de limpieza: 22 personas

Para conformar la muestra se tomaron los siguientes criterios:
Criterios de inclusion: el personal que tuvo minimo dos afios de servicio en el rea y que libre

y voluntariamente desearon participar en el estudio y firmé el consentimiento informado.

Criterios de exclusién: personas con menos de 2 afios de servicio, y personal no fijo en el area

y aquellos que no desearon participar.
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3.4 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVO

3.4.1 Equipos:

Incubadora MEMERT in30 a 37°C

Centrifuga Hettich ROTOFIX 32A

Pipetas calibradas de volumen variable (50 pL y 100 pL)

Agitador de microplacas VRN-360

Lector de microplacas equipado con un filtro de 450 nm y un filtro de referencia 620 nm
HUMANREADER Eg- DIS - 40

3.4.2 Materiales y reactivos

Puntas desechables amarillas

Agua destilada

Agujas para toma multiple, 21G x 38 mm BD Vacutainer REF: 360213

Alcohol Prep Pad VanSwab

Tubos para recoleccidn de muestras segun el kit (3 por paciente; Nil tube, Antigen tube,
Mitogen tube) Marca QUIAGEN® 0594-0201

QuantiFERON®-TB Gold + calibradores internos Marca QUIAGEN®. 0594-0501

3.5 CONTROL DE CALIDAD

Los resultados del analisis dependen de la curva estandar que se genere. Para esto se revisaron

los resultados de cada uno de los estandares incluidos en el kit antes de interpretar los

resultados.

Para que el ensayo se considere validado se deben cumplir los siguientes criterios:

El valor DO medio para el estandar 1 debe ser >0.600.

El % de CV de los valores DO de las réplicas del estandar 1 y del estandar 2 debe ser

<15%.

Los valores DO de las réplicas de los estandares 3 y 4 no deben presentar una desviacion

mayor que 0.040 unidades DO respecto a su media.
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o El coeficiente de correlacion (r) calculado a partir de los valores medios de absorbencia de

los estandares debe ser >0.98.
Si no se cumple con los estandares se considera que la prueba es invalida.

El valor medio para el estandar cero debe ser <0.150. Si el valor DO medio es > 0.150, debe

revisarse el procedimiento de lavado de placas. (QIAGEN, 2013)

3.6 PROCEDIMIENTO

3.6.1 Fase uno: Autorizaciones

e Se solicitd la autorizacion respectiva al director del Laboratorio Clinico para el acceso a la
recoleccion de muestras y datos del personal. Dirigirse al anexo 2, donde se encuentra la
solicitud de autorizacion del Hospital “Carlos Andrade Marin”.

e Se entregd el consentimiento informado a cada uno del personal participante. Dirigirse al

anexo 1, donde se detalla el consentimiento informado.

3.6.2 Fase dos
La recoleccion de las muestras se realizd en el mes de Mayo del 2016, se llen6 una ficha,
dirigirse al anexo 3, donde se detalla la encuesta que recopilé la informacién de cada paciente

participante en el proyecto.

3.6.3 Recoleccion de la muestra

Se recolectaron muestras de sangre venosa del personal que cumplié con los criterios de
inclusion; se recolectaron 3 tubos con 1 ml cada uno, inmediatamente se etiquetaron con un
cédigo numérico para guardar la confidencialidad de las personas y se procedié a
homogenizar el tubo como lo explica la técnica durante 10 veces. Dirigirse al anexo 4, donde

encontrard el inserto de QFT-G.

Finalmente se incubd a 37°C + 1 durante 16 horas antes de la cuantificacion del Interferon-y.
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3.6.4 Fase tres: IGRAs, lectura e interpretacion

Luego de la de incubacion a 37° C de la sangre obtenida en los tubos para recoleccion, se llevo
a centrifugacion durante 15 minutos a una velocidad entre 2000 y 3000 rpm. Una vez obtenido
el plasma se alicuota para su conservacion a 2-8° C hasta el momento de su analisis.

Previo a la determinacion del Interferon-y por ELISA se esperd a que tanto las muestras de
plasma como los reactivos tomen la temperatura ambiente. El procedimiento realizado
corresponde al establecido por la casa comercial en el inserto para QuantiFERON®-TB-Gold.

(Dirijase al anexo 4, donde se detalla el procedimiento).

Los resultados se calcularon utilizando el software Quantiferon-TB Analysis, luego del

analisis de la curva de calibracion y los controles internos.

Para la validacién de la prueba, se consideraron los siguientes datos de la Tabla 1:

Tabla 1 Control de calidad para la validacion del test de QuantiFERON®-TB-Gold.

Estandares Concentracion Media %CV Resultados
S1 4.00 0.628 4.2 APRUEBA
S2 1.00 0.092 1.9 APRUEBA
S3 0.25 0.028 No aplicable APRUEBA
S4 0.00 0.014 No aplicable APRUEBA
Interseccion: -2.1421 Inclinacion: 1.1220  Coeficiente de correlacion: 0.99
(APRUEBA)

Autor: Cellestis
Fuente: Software QFT, 2015

El valor medio de DO del estandar 1 es > 0.600, el %CV de los estandares 1 y 2 son < 15% y
el coeficiente de correlacion obtenido es 0,99. Lo cual indica que el ELISA cumple con los

requisitos indicados en el inserto por lo tanto el ensayo se considera valido.

Interpretacion de resultados
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Los resultados obtenidos en las lecturas del IGRAs se interpretaron de acuerdo a la guia de la
casa comercial para este ensayo (Tabla 2) y se realiz6 la interpretacion como positivo,

negativo o indeterminado.

Tabla 2 Interpretacion de resultados segun el inserto de QuantiFERON®-TB-Gold.

Nul Anti Thb L
U Il/Jrr(:I) n ll\lguelr(])O(UI /rr:lt;nos Resultados del QFT Resultados / Interpretacion
. Infeccid M. losi
<035 Negativo nfeccion por M. tuberculosis
Improbable
> 0,35 y <25% del . Infeccion por M. tuberculosis
Negativo
valor de nulo Improbable
<38,0
> 0,35y >25% del e Infeccion por M. tuberculosis
Positivo
valor de nulo probable
. . Resultados indeterminados para
>8,0 Cualquiera Indeterminado . ! ! P

la respuesta al antigeno TB

Si no se sospecha una infeccion por M. tuberculosis, un resultado inicialmente positivo puede confirmarse volviendo a
analizar por duplicado las muestras de plasma originales con el ensayo QFT ELISA. Si el andlisis duplicado de una o de

ambas réplicas da positivo, se considerara que el individuo ha dado positivo en el ensayo

Fuente: QIAGEN, C. (Julio de 2013). Quantiferon. Recuperado el 13 de Octubre de 2015, de Prospecto de QuantiFERON-TB
Gold (QFT) ELISA: http://www.quantiferon.com/irm/content/PI/QFT/2PK/ES.pdf

Limitaciones

Los analisis de los resultados se deben correlacionar con la epidemiologia y el estado fisico
actual del personal, los valores nulos superiores a 8 Ul/ml se clasifican como
“indeterminados” porque las reacciones a los antigenos TB superiores a la media en un 25% se

consideran fuera de los limites de medicién del ensayo.
Pueden darse resultados poco fiables o indeterminados si:

e Se producen desviaciones respecto al procedimiento descrito en el Prospecto de
QuantiFERON-TB Gold (QFT) ELISA. (Anexo 4: INSERTO PROCEDIMIENTO
QUANTIFERON-TB GOLD)

o Existen volimenes excesivos de IFN-y en circulacion o hay anticuerpos heterofilos.
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Han pasado més de 16 horas desde la obtencion de la muestra de sangre y su incubacién a
37°C. (QIAGEN, 2013)

3.6.5 Fase cuatro

Con la informacion obtenida del formulario de recoleccion de datos asi como la del analisis
por el laboratorio se elabord una base de datos en una hoja electronica en SPSS v 20, en la que

se trabajo la estadistica descriptiva y el cruce de variables correspondiente.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
En el presente estudio se analizaron 50 muestras del personal del laboratorio clinico del

HCAM para detectar una infeccion tuberculosa latente. Para este fin, se estudiaron cuatro

variables: Area de trabajo, género, edad y afios de servicio.

4.1 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Tabla 3 Total de muestras del personal del laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade
Marin segun el area de trabajo

Area Total de muestras
Microbiologia 19
Micologia 9
Limpieza 22

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM

La mayor cantidad de personal se encontro en el &rea de limpieza con 22 trabajadores debido a
que es el personal que mas rota, seguido del area de microbiologia con 19 trabajadores
mientras que en Micologia solo tenemos 9 trabajadores.

Tabla 4 Total de muestras del personal del laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade
Marin segun el sexo

Sexo Total de muestras
Mujeres 42
Hombres 8

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM
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Encontramos que gran parte de nuestra muestra son mujeres lo cual se puede deber a que la
mayor poblacion demografica son mujeres, ademas la profesion de laboratorio clinico es de

mayor eleccion para mujeres que para hombres.

Tabla 5 Total de muestras del personal del laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade
Marin segun la edad

Edades Total de muestras
25-35 afos 19
36-45 afios 9
46-55 anos 14
56-65 afios 8

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM

La mayoria de trabajadores encontramos en el rango de una edad productiva entre los 25-35
afios mientras que en el rango de 56-65 afios se encontraron el menor nimero de trabajadores

porque la mayoria de ellos se encuentran jubilados.

Tabla 6 Total de muestras del personal del laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade

Marin segun afios de trabajo

Afos de trabajo Total muestras
1-10 afios 26
11-20 afos 6
21-30 afios 14
31-40 afos 4

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM
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De acuerdo a la tabla 6 observamos que la mayor cantidad de personal se encuentra en el
rango de 1-10 afios de servicio debido a que es el personal més joven con un total de 26
muestras, mientras que en el rango de 31-40 afios de servicio solo encontramos 4 muestras lo

cual se debe a que ya estan jubilados.

Tabla 7 Estadisticos para edad y afios de servicio del personal del laboratorio clinico del

Hospital Carlos Andrade Marin

Estadistico
Variable
Media + DS Mediana Limite inferior  Limite superior
Edad 4150 £11.8 38 22 60
Afos de trabajo
en el area 15.6+£11.01 10 2 37

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM

Respecto a la edad obtuvimos una media de 41,5 afios y tenemos una desviacion estandar +
11,8 lo cual indica que tenemos una distribucion normal y que nuestros valores abarcan una
desviacion estandar lo cual corresponde al 68% de todas las observaciones. De acuerdo a los
limites de edad del personal incluido en el estudio encontramos desde 22 afios hasta 60 afios.
Respecto a los afios de trabajo obtuvimos una media de 15,6 afios con una desviacion estandar
de 11,01 lo cual nos indica que tenemos una distribucién sesgada a la derecha ya que la
media es mayor a la mediana y los limites de afios de trabajo van desde 2 afios hasta 37 afios.
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42 FRECUENCIA DE INFECCION TUBERCULOSA LATENTE EN LAS
MUESTRAS OBTENIDAS DEL PERSONAL DE LABORATORIO CLINICO DEL

HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN.

Tabla 8 Porcentaje de Infeccion tuberculosa latente en el personal de laboratorio clinico del

Hospital Carlos Andrade Marin

RESULTADOS N %
Positivos 16 32%
Negativos 34 68%

Total 50 100%

Donde N es el total de muestras del personal de laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade Marin.

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM

Del total de 50 muestras del personal de laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade Marin
cuyas muestras sanguineas fueron analizadas mediante la prueba de QuantiFERON®-TB Gold
se obtuvo como resultado 16 muestras positivas para infeccion tuberculosa latente que

corresponde al 32%, y 34 muestras obtuvieron un resultado negativo que corresponde al 68%,

como se indica en el la tabla 8.
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4.3 RESULTADOS POSITIVOS DE QuantiFERON®-TB Gold DEL PERSONAL DE
LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN POR
AREA DE TRABAJO

Grafico 1 Resultados de las muestras del personal de laboratorio clinico del Hospital Carlos

Andrade Marin segun cada area
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Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM
En el grafico 1 constan los resultados positivos clasificados por el area de trabajo donde se
desempefia el personal de salud. El porcentaje mas alto de positivos se encontrd en el grupo de
limpieza, el 44%, seguido por el personal que trabaja en el laboratorio de microbiologia, con el

37% y finalmente un 19% para el personal del area de micologia.
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Tabla 9 Frecuencia positivos del personal de laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade
Marin de acuerdo al area de trabajo

Total de Positivos/total de

A Q
Area personal estudiado (%)
Microbiologia 6/19 37
Micologia 3/9 19
Limpieza 7122 44

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM
Observamos que la mayor cantidad de personal contagiado encontramos en el area de limpieza
con un 44 %, esto puede deberse a que este grupo de trabajadores no reciben las
capacitaciones adecuadas para el manejo de desecho de muestras contaminadas y uso de
EPI’s. En segundo plano tenemos al &rea de microbiologia con el 37% y el menor porcentaje

de contagiados encontramos en micologia con 19%.

44 RESULTADOS DE QuantiFERON®-TB Gold DEL PERSONAL DE
LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN POR
RANGOS DE EDAD

Tabla 10 Total de positivos en el personal de laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade
Marin segun grupo etario

Total Positivos/total de
Edades

personal estudiado %
25-35 afios 6/19 37
36-45 afios 1/9 6
46-55 afios 6/14 38
56-65 afios 3/8 19

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM
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De acuerdo a los rangos de edad establecidos para el estudio, los porcentajes mayores de
positivos se encuentran en el rango de 46 a 55 afios con el 38% debido a que a mayor edad

mayor riego de contagio.

45 RESULTADOS DE QuantiFERON®-TB Gold DEL PERSONAL DE
LABORATORIO CLINICO DEL HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN POR
ANOS DE TRABAJO.

Tabla 11 Total de positivos de las muestras del personal de laboratorio del Hospital Carlos

Andrade Marin segun los afios de trabajo.

Total QFT Positivos/total

Afos de trabajo personal estudiado v
1-10 afios 6/26 37
11-20 afos 2/6 13
21-30 afios 7114 44
31-40 afios 1/4 6

Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM

Al distribuir a la muestra por afios de trabajo en la Tabla 11, los porcentajes de positivos mas

altos se obtuvieron en el personal que labora de 21 y 30 afios, con el 44% ya que es el personal

gue mas tiempo lleva trabajando y tiene mayor riesgo de contagio.

39



4.6 USO DE EPIS POR EL PERSONAL DE LABORATORIO CLINICO DEL HCAM

Gréfico 2 Uso de EPIs por el personal del laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade
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Autor: Investigadoras
Fuente: Encuestas
De acuerdo a la encuesta realizada al personal de salud logramos recopilar informacion acerca
del uso de EPIS al momento de trabajar, podemos observar que la mayoria del personal no usa
todos los EPIS adecuados al momento de trabajar especialmente la mascarilla ya que es muy
importante para evitar el contagio de M. tuberculosis que se expande libremente por el

ambiente.
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Grafico 3 Uso de EPIs / Resultados del personal de laboratorio clinico del Hospital Carlos
Andrade Marin.
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Autor: Investigadoras
Fuente: HCAM
Observamos que la mayor cantidad de positivos se encuentran en el personal que utiliza
mascarilla a pesar de ser un equipo de proteccion no es el adecuado para el manejo de
muestras contaminadas ya que el bacilo puede atravesar la barrera protectora es por esto que el

Ministerio de Salud recomienda el uso de la mascarilla N95.
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DISCUSION

Aproximadamente una de cada tres personas esta infectada por el bacillo de Koch, esto se
debe a su mecanismo de transmision por via aérea y de persona a persona, a su capacidad de
desarrollar una enfermedad cronica, sobre todo en personas con VIH/SIDA y recientemente, a
su capacidad de desarrollar resistencia a las drogas anti-TB disponibles, ademés es considera
como una enfermedad transmisible en el medio hospitalario (CDC, 2016). Los factores antes
mencionados estan asociados con una débil estrategia del tipo preventivo liderada por el
Sistema Nacional de Salud convirtiendo a la tuberculosis en una de las mas importantes
amenazas a nivel nacional e internacional. En nuestro pais no existe evidencia de infeccion
tuberculosa latente en el personal de salud que nos permita relacionar con los resultados
obtenidos. (OMS, 2014)

En el Ecuador, la tuberculosis estd considerada como una enfermedad ocupacional para el
personal de salud de acuerdo a la resolucion N°. C.D. 513, del REGLAMENTO DEL
SEGURO GENERAL DE RIESGOS DEL TRABAJO” IESS, en el literal 1.3 Agentes

bioldgicos y enfermedades infecciosas o parasitarias.

Una de las zonas de mayor exposicion es el laboratorio clinico son en especial las areas de
microbiologia y micologia, por todas las actividades que se realizan en este; desde la
recepcion de muestras hasta la eliminaciéon de estas o de sus cultivos y material utilizado.
(Handle, 2011)

La probabilidad de transmision de la tuberculosis es directamente proporcional al nimero de
pacientes con tuberculosis que hayan estado en contacto con el trabajador, y en la cual también
influye la infraestructura del laboratorio, la cual debe contar con ventilacién, regulacion del

flujo de aire y que se encuentre apartado de las otras areas. (Handle, 2011)

El estudio se enfoco en el personal de laboratorio del HCAM, debido a que en este hospital se
manejan varios tipos de muestras biologicas de pacientes con tuberculosis. Buscamos la
frecuencia de personal contagiado con tuberculosis, y relacionamos varios aspectos como:

area, edad, y afios de servicio, tomando en cuenta que cada area tiene diferentes funciones.
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Se utiliz6 QuantiFERON®-TB Gold para la deteccion de tuberculosis latente, el cual esta
basado en la técnica ELISA, esta es una prueba de diagndstico in vitro, ademas ofrece algunas
ventajas sobre la prueba de la tuberculina, y una de estas es que no existen reacciones cruzadas
en muestras de individuos vacunados con la BCG, también se evita subjetividad en la
interpretacion del resultado, ademds se cuenta con un control positivo que ayuda a la hora de
interpretar los resultados, esta técnica tiene varios estudios clinicos que demuestran que existe
una especificidad del 90% y una sensibilidad del 89%, ademas se confirmo, lo que significa

que es un método confiable para el estudio. (Rodriguez, 2014)

QuantiFERON®-TB Gold utiliza una mezcla de los antigenos peptidicos que imitan la accion
de las proteinas ESAT-6, CFP-10 y TB7.7 que estimulan la produccion de INF-y en las células
T, estas proteinas no se encuentran en personas no infectadas, ni en personas que han sido

vacunas con la BCG. (Rodriguez, 2014)

En el presente trabajo se analizaron 50 muestras de personal de salud del laboratorio del
HCAM para la deteccidn de infeccion tuberculosa latente mediante IGRAs en las areas de
microbiologia (19), micologia (9) y limpieza (22), de las cuales nos dieron como resultados
para microbiologia (6 positivos y 13 negativos), para micologia (3 positivos y 6 negativos), y
para limpieza (7 positivos y 15 negativos), dando un total de 16 positivas con un porcentaje

del 32% y 34 negativas con un porcentaje del 68%.

Nuestros resultados muestran que existe un alto riesgo de contagio de tuberculosis en
trabajadores de salud, tomando en cuenta la variable edad obtuvimos que existe una mayor
cantidad de individuos infectados entre los 50 afios que corresponde aproximadamente a un
38%, lo cual indica que a mayor edad mayor probabilidad de contagio, esto se puede deber a
que con la edad el sistema inmune va disminuyendo y es mas probable el contraer una

infeccion.

Con respecto a los afios de servicio encontramos que la mayoria de infectados estan en un
rango entre los 21-30 afios de servicio, con un porcentaje del 44%, esto se correlaciona con la

edad puesto a que, a mas afios de servicio mayor riesgo de contagio.
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El presente estudio tiene varias limitaciones y solo nos permitio estimar la frecuencia de
contagio en el grupo seleccionado y relacionarlo con las variables establecidas. La falta de
estudios acerca del contagio de tuberculosis en trabajadores de salud en nuestro pais, nos
impide conocer apropiadamente el riesgo de contagio. Tampoco fue posible conseguir
informacion apropiada sobre las condiciones de trabajo, como por ejemplo el Manual de

Procedimientos que se lleva en cada area.

Debido a la falta de estudios acerca de la tuberculosis en personal de salud en nuestro pais, no
podemos establecer el riesgo de contagio del personal que labora en las diferentes areas de
salud. Sin embargo, realizamos el analisis de resultados y obtuvimos la frecuencia de contagio
en la muestra seleccionada, lo cual nos puede ayudar a estimar el porcentaje de contagio de
tuberculosis en las areas del laboratorio clinico. Los resultados de este estudio indican que
aun, quedan problemas por resolver para disminuir el riesgo de tuberculosis ocupacional en
nuestro medio. Teniendo en cuenta los estudios realizados en varios paises sobre
QuantiFERON®-TB Gold se podria sustituir la PPD por esta prueba, ya que se ha
comprobado que existen menos falsos positivos, debido a que en la PPD existe reaccion
cruzada en las personas que han sido vacunas con la BCG, en cambio con QuantiFERON®-
TB Gold no existe esta reaccion. El Gnico inconveniente para reemplazar el QuantiFERON®-
TB Gold por la PPD es el costo de la prueba. (Rodriguez, 2014).

Una de las prioridades del MSP es la prevencion y control de la tuberculosis, para ello ha
desarrollado la Estrategia Nacional de Prevencion y Control de la Tuberculosis (ECTB), que
asegura la deteccion, diagnostico y tratamiento gratuito en todos los establecimientos de salud
publica del pais, ademas trabajan en la actualizacion de la guia Préctica Clinica para Manejo
Clinico de Tuberculosis y elaboracion de planes de control de infecciones en establecimientos
de salud. ( (MSP, 2015)

De acuerdo a la OMS la infeccidn latente por tuberculosis puede ser tratada durante 6 meses
(profilaxis antituberculosa). Este tratamiento preventivo es eficaz y puede reducir en un 60%
el riesgo de contraer la tuberculosis activa a corto plazo. (OMS, 2016)
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Es importante el diagnostico temprano tuberculosis para poder realizar una profilaxis en
pacientes que evidencian infeccion tuberculosa latente, en este caso en el personal de
laboratorio que dieron resultados positivos para la prueba de QuantiFERON®-TB Gold para
de esta manera prevenir el desarrollo de tuberculosis activa y la propagacion de la infeccién a
otros trabajadores de salud. De acuerdo a la normativa vigente en el MSP el medicamento de
eleccion para profilaxis de tuberculosis es isoniazida. (MSP, 2016). La profilaxis garantizaria
la prevencion de la reactivacion en personas con infeccion latente ya que el riesgo de

reactivacion aumenta con la edad y con otras condiciones medicas especificas.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo una frecuencia de ITBL correspondiente al 32% (n=16) de las 50 muestras
analizadas lo cual se constituye en una evidencia inicial para que los departamentos de Salud
Ocupacional consideren a la tuberculosis como enfermedad ocupacional en diversos
profesionales especialmente en los trabajadores de salud. La frecuencia de ITBL en personal
de laboratorio de microbiologia fue de 37% (n=6) mientras que la del personal de limpieza fue
de 44% (n=7) y de personal de micologia de 19% (n=3).

En cuanto a las areas de servicio, 37% microbiologia, 44% limpieza y 19% micologia, se
obtuvo que existe un riesgo mas alto para el personal de limpieza ya que se obtuvo un 44% de
contagiados en comparacién con las otras areas que obtuvieron para microbiologia un 37% y
para micologia un 19%, esto puede deberse a que el personal de limpieza no tiene la
capacitacién adecuada para el manejo de desechos contaminados, y corren mas riesgo de
contagio si no se lleva el control adecuado

De acuerdo a la encuesta realizada al personal de salud, pudimos observar que la mayoria del
personal no utiliza los EPI’s adecuados un 38% del personal usa mandil, un 24% usa guantes y
un 13% usa mascarillas en cada area al momento de manipular las muestras o al desecharlas,
también se observd que existe la ausencia de procedimientos de bioseguridad aplicables para

minimizar el riesgo de contagio.

En casi todos los casos, los trabajadores del laboratorio acostumbran a salir con la misma ropa
de trabajo, y estos tampoco tienen un protocolo para la limpieza de la misma, por tanto van

Ilevando microorganismos a donde vayan.

Se relacionaron los resultados obtenidos y observamos que existe una mayor frecuencia de
contagio en el personal que labora en el area de limpieza, seguido de microbiologia y
finalmente micologia, también se obtuvo que en el rango de edad entre los 45-55 afios existe la
mayor parte de contagiados y con respecto a los afios de servicio se obtuvo el mayor

porcentaje de resultados positivos en el rango de los 21-30 afios de servicio.
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En conclusion, las técnicas basadas en la produccion de INF-y son un gran avance en la
deteccion de infeccion tuberculosa latente, la cual nos ayuda como profilaxis antituberculosa,

reduciendo el riesgo del desarrollo a una enfermedad tuberculosa.

La importancia de nuestro trabajo es la prevencion de la enfermedad tuberculosa, de modo que
exista un cambio y control de las medidas preventivas para el contagio de la TB, ya que si se

sigue careciendo de medidas preventivas, esta enfermedad que es curable no podréa erradicarse.

Ademés se debe considerar que se necesita mejorar el sistema de salud en los servicios
preventivos para la deteccién temprana en el personal de salud, para brindar un adecuado
seguimiento a los casos sospechosos, ya que se ha evidenciado que en otros paises esto ha
disminuido el contagio. (OMS, 2014).
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RECOMENDACIONES

Se debe enfrentar el problema de la TB en el personal de salud, puesto que tanto las
condiciones del ambiente hospitalario sumadas al no uso de medidas de bioseguridad, nos
Ilevaran a que el numero de casos de ITBL continte elevandose. Por lo tanto se sugiere mayor
monitoreo y control de las buenas practicas de laboratorio por parte del personal de salud, y de
las medidas que debe ejecutar el propio hospital para proteccion y disminucion del riesgo de

contraer tuberculosis.

Para disminuir este riesgo deben aplicarse una serie de medidas, de infraestructura y de
proteccion del personal, las que son de lenta implementacion en escenarios con escasez de
recursos econdémicos. Varias de ellas estan contempladas en el Programa Nacional de TB y en

el Manual de Normas y Procedimientos para el control de la TB.

Se recomienda elaborar un manual de bioseguridad para cada area de laboratorio, incluyendo
al area de limpieza para el manejo y procesamiento de muestras contaminadas, asi de esta

manera se lograria evitar el contagio de TB en el medio hospitalario.

Se deberia realizar estrategias de salud ocupacional en cada hospital y centro de salud para
controlar los procedimientos de bioseguridad que existen en el laboratorio en el cual
involucren a todo el personal incluyendo a los estudiantes y rotantes en cada servicio, ademas
se deberia establecer las acciones a seguir en caso de contagio y poder minimizar la

propagacioén en las demas areas.

Se deberia tener una ventilacién adecuada a traves de ventanas en cada &rea de trabajo, que
permita el flujo natural de aire; en los lugares donde no sea posible se recomienda la

instalacion de sistemas de ventilacion.

Se recomienda el uso de respiradores N95 por parte del personal de salud en el laboratorio
clinico en casos de toma de muestras de esputo, realizacion de broncoscopias u otros

procedimientos y actividades de limpieza.
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El personal de salud que labora en las &reas de mayor riesgo deberia realizarse una prueba de
QUANTIFERON®-TB Gold al menos cada afio para descartar una infeccion tuberculosa
latente ITBL.

Se recomienda la deteccion precoz y tratamiento oportuno de los trabajadores de salud con
casos de TB para disminuir el riesgo de transmisién de M. tuberculosis dentro de los

establecimientos de salud, hacia los demas trabajadores de salud, visitas o acompafantes.

Para el caso de los trabajadores con pruebas de QUANTIFERON®-TB Gold positivas, se
recomienda que los departamentos de Salud y Seguridad Ocupacional de cada institucién
sigan un régimen de vigilancia y de ser oportuno, empezar con un tratamiento profilactico con

isoniazida.
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ANEXOS

Anexo 1 CONSENTIMIENTO INFORMADO
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE
Estimado paciente:

Le informamos el desarrollo de un estudio de investigacion que llevamos a cabo sobre
“Deteccion de infeccion tuberculosa latente (ITBL) en personal de salud perteneciente al
laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade Marin expuesto a Mycobacterium tuberculosis
mediante IGRA’s en el afio 2016”.

El objetivo del estudio es detectar tuberculosis latente por Quantiferon-TB, en personal
de laboratorio del Hospital Carlos Andrade Marin, que estan expuestos a Mycobacterium
tuberculosis.

Por este motivo necesitamos su colaboracién, para conocer los resultados y con ellos
intentar estimar un porcentaje del personal que puede tener tuberculosis latente.

Gracias por su colaboracion.
Atentamente el equipo investigador

Oleas Evelyn y Paez Tatiana

LCon Cloo , acepto participar en el estudio de
investigacion de sobre “Deteccion de infeccion tuberculosa latente (ITBL) en personal de
salud perteneciente al laboratorio clinico del Hospital Carlos Andrade Marin expuesto a
Mycobacterium tuberculosis mediante IGRA’s en el afio 2016

Manifiesto que tras haber leido este documento, me considero adecuadamente
informado/a y haber aclarado todas mis dudas con el personal del equipo investigador.

Por lo tanto, doy mi consentimiento voluntario para realizar las pruebas y preguntas que s
eme tengas que hacer para dicho estudio.

FIRMA DEL PACIENTE FIRMA DE LA ENCARGADA
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Anexo 2 AUTORIZACION DE RECOLECCION DE MUESTRAS EN EL HCAM
Pontificia Universidad Catdlica del

E-MAIL: bioanalisis@puce.edu.ec

40
é’O(lani\ A

Escuela de Bioanalisis

Av. 12 de Octubre 1076 y Roca

ONTIFICY
A,

Sp e d
®&1 M1s st Apartado postal 17-01-2184

Quito, 10 de mayo del 2016

Doctor

Fernando Romero

Director del Laboratorio Clinico
HOSPITAL CARLOS ANDRADE MARIN
Quito.

De mi consideracion:

Por medio de la presente me dirijo a usted para solicitar la autorizacién respectiva para el
acceso Yy la recoleccion de muestras y datos del personal de laboratorio que laboran en las
areas de Microbiologia, Micologia y limpieza, las cuales serdn usadas para el desarrollo del
trabajo de disertacion previo a la obtencion del titulo de Bioquimico Clinico en la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador, presentado por las Srtas. Oleas Ayala Evelyn Elizabeth con
Cl: 1719695403 y Paez Orbe Tatiana Nathaly con Cl: 0401555248, estudiantes de la Escuela
de Bioanalisis-PUCE, titulado “Deteccion de tuberculosis latente en personal de laboratorio
clinico expuesto a Mycobacterium tuberculosis mediante 1.G.R.A.S. que laboran en el hospital

Carlos Andrade Marin, en el afio 2016.”

Esperando una respuesta favorable, anticipo mi agradecimiento.

Atentamente,

M.S.c. Oscar Puente V.
Docente (TC)- Escuela de Bioandlisis
Director de la disertacion

Adj.(tres): Plan de disertacion, copia de aprobacion del plan-Escuela de Bioanalisis y carta de

confidencialidad.
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Anexo 3 FORMULARIO DE DATOS DEL PERSONAL DE SALUD

Apellidos y nombres:

Teléfono:

Hospital:

Afos de trabajo:

Uso de EPIs:

Especifique:

Fecha:

Area o servicio:

FORMULARIO DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL PERSONAL DE LABORATORIO

Edad:

Mandil
Mascarilla

Bata desechable
Gafas

Guantes

Gorro
Zapatones
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Anexo 4 ANEXO 4: INSERTO PROCEDIMIENTO QUANTIFERON-TB GOLD

Fase 1: incubacién de la sangre y obtencion de plasma

Materiales suministrados
B Tubos de recogida de sangre para GFT [consulie el apartade 3).

Materiales necesarios [ne suministrades)
B Consulte el apartedo 3.

Procedimiento

2.

5i la sangre no se coloca en el incubador inmediatamente después de su oblencidn, vuelva

a mezclar los tubos invirtiéndelos 10 veces inmediatamente antes de la incubacién.

Incube los tubos EN POSICION VERTICAL a 37 °C £ 1 °C por un periodo comprendido entre

16 y 24 horas. El incubador no requiere €0, ni humidificacian.

Una vez finalizada la incubacién a 37 °C, los tubos de recogida de sangre pueden conservarse

enfre 4 y 27 °C durante 3 dias antes de centrifugarlos.

Después de la incubacién de los fubos a 37 °C, cenirifiguelos durante 15 minutes a una

velocidad comprendida entre 2.000 y 3.000 RCF (g) para obtener el plasma. El tapén de gelafina

separa las células del plasma. Si esto no ocurre, vuelva a centrifugar los tubos a mayer velocided.

» Es posible obiener el plasma sin cenfrifugar, pero es necesario extremar la precaucion al
médximo para refirar el plasma sin alterar las células.

Las muestras de plasma solo se deben extraer con ayuda de una pipeta.
» Después del centrifugado, no pipetee arriba y abajo ni mezcle el plasma de ninguna ferma
antes de exiroer la muesira. Tenga cuidado en tede momente de no interferir con el material

de la superficie del gel.

» Las muestras de |:||n|:|5mc| puaden cargarse directomente desde los tubos de recugidu de
sangre centrifugados a la placa EUSA para GFT, incluso si se uilizan equipos ELISA
automatizoedos.

= Las muestras de plasma pueden almacenarse durante 28 dias a vna femperatura entre
2 y B °C o, después de la exiraccién del plasma, por debajo de —20 °C durante periodos
mds largos.

* Se necesita un volumen minima de 150 |.|| da p|n:|sm|:: para garanfizar |z idoneidad de las
muesiras.

Frospecto de GuantiFEROM-TE Gold [QFT) EUSA OF f2013 13
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Fase 2: ELISA para el estandar IFN-y humano

Materiales suministrados
B Kit GFT EUSA [consulte el apariade 3).

Matericles necesarios pero no suministrados
B Consulie el opartodo 3.

Procedimiento

1. Teodas las muestras de plasma y los reactives, excepto el conjugade 100X concentrade, deben
estar a temperatura ambiente (22 °C £ 5 °C) antes de ser ufilizados. Espere por lo menos
&0 minutos para permitir el equilibrade.

2. Retire las firas innecesarias del bastfidor, vuelva a cerrar la bolsita de aluminio y coléquela de
nuevo en la nevera donde quedard almacenada hasta que se necesite.
Deje por ko menos 1 tira para los estandares del GFT y tiras suficientes para el nimero de
sujetos que se guieran diagnosficar [consulte las ilestraciones 2A y 2B para conocer los
formatos de 3 y 2 tubos, respeciivamente). Después, guarde el bastidor y lo topa para wsarlos
con el resto de las firas.

3. Reconsfituya el estandar liofilizado del kit anadiende el volumen de agua desionizada o
destilada que se indica en la efiqueta del frasco del estandar. Mezcle con suavidad para evitar

la formacion de ESpUma y l_:ﬂr asi una solubilizaddn cmm. Después de reconshifuir el
esténdar con el wolumen indicado se obfiene una solucidn con vna concentracién de 8,0 UI/ml

Meta: el veluman para reconstitecion del estandar del kit varia de un lote a ofro.

Utilice el estandar reconstituido del kit para obiener una serie de dilucidn 1-4 de IFMNYy en
dileyenie verde (GO |consulte ka ilustracian 1). El 51 [estandar 1) confiene 4 Ul/ml, el

52 |estandar 2] confiene 1 Ul/ml, el 53 (estandar 3) contiene 0,25 Ul/ml y el 54 |estandar 4)
confiene 0 Ul/ml [solomente GD). Los estandares daben analizarse al menos por duplicado.

Procedimients recomendedo para Procedimients recomendade para
estandares duplicadas estdndares triplicados
a. Efiguete 4 tubos coma “51%, “52°, “53% y "54°. |a. Efiguete 4 tubos comao “51°, “527, “53" y "54°.
b. Afcda 150 pl de GD a $1, 52, 53 y 54. b. Afcda 150 pl de GD a $1.
c.  Afoda 150 pl del estandor del kit a 51 y c.  Afoda 210 pl de GD a 52, 53 y 54
mézclalo bisn.
d. Tronshera 50 pl de 51 a 52 y mezcle bien. d. Afocda 150 pl del estdndor del kit a 51 v

mezcle bien.
e. Tronsfiera 50 pl de 52 a 53 v mezcle bien. e. Tromnsfiera 70 pl de 51 a 52 y mezcle bien.
f. GD por si solo sirve come estindar cero [34).  [F. Tronsfiera 70 pl de 52 a 53 y mezcle bien.

g- GD por si solo sirve como estdndar cera [54).

14 Prospecio de GuantifFERCMN TB Gold (GFT) ELISA  OF /2013
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» Utilice exclusivamente diluyente verde.

5. Mezde bien las muestras de plasma procedentes de los tubos de recogida de sangre que hayan
sido congeladas o almacenadas durante mas de 24 heoras antes del ensayo antes de verterlas en
el pecille ELISA.

* 5i las muesiras de plasma se oficden direclomente desde los tubos paro GFT centrifugadaos,
evite mezclar el plasma.

6. Ahada 50 pl de conjugado recién preparado liste para usar a los pocillos de ELISA mediante una
pipeta mulficanal.

7. Anada 50 pl de muestras de plasma de prueba a los pocillos correspondientes vsando una
pipeta multicanal [consulte el siguiente esquema de distribucién recomendada para la placa en
la pagina 16, ilusiraciones 2A y 2B|. Para terminar, afiada 50 pl a cada uno de los estandares 1
ad.

1 2 3 4 5 & 7 B ) 10 11 12

TH T4 1M | 51 51 51 13 | 13A | 13M (21N (214 [Z21M
2M 24 M | 52 52 52 14 | 14A | 140 [ 22M [ 224 [ Z22M
3N A M |53 53 5 15N | 15A | 15M (23N [23A [23M
dM | 4A dm | 54 54 54 168 | 16A | 16M 24N | 244 [ Z4M
5M SA M |PN | PA M 17N | 174 | 17M [ 25N (234 [ 25M
aM | SA ahd 10M | 104 | 10M | 18BN [ 1BA [ 18M | 26N | 284 | ZoM
7 B M TTH | TTA J1TTM |19 [ 194 [ 19M | 27N | Z7A | 27M
BN BA B 12N | 124 | 12M | 20N | 20A (20M | 2BM | 2BA | ZBM

== B L B =

llustracién 2A. Distribucién recomendada de muesiras para los tubos de medicion de nulos, antigeno
TB y mikdgeno (28 ensayos por placa).
¢ 51 [estandor 1), 52 |estdndar 2), 53 [estandor 3), 54 [estandar 4].

» 1N [muestra 1. plasma de blanca), 1A [muestra 1. plasma de onfigenc TB), 1M [muestra 1.
plasma de mitdgeno)

1 2 3 4 5 & 7 B o 10 11 12

4N BN 12N | 1aMN | 200 |22 | 24W [ 2BM [ 32M | 36N | 40M | 44N
A4 BA 124 | 184 |20A |22A | 244 [ZBA 324 | 364 | 404 | 444

A IMH | SH | %M 13 | 17 | 51 51 25M | 29M | 33W | 3TN |41
B T4 SA A 134 | 174 | 52 52 254 |29A | 33A |3FA |41A
C ZM | &M 10 | 14N | 18BM [ 53 % | 26M | 30M | 34N | 3BN | 42M
D 24 a4 104 | 14A | 18A |54 54 2864 | 30A | 34A | 3BA | 42A
E 3N M 1T |15 |19 [ 2T | 23M [ 27M [ 3TW | 35W | 39K | 43M
F KT 7 114 | 154 | 194 |21A |23A [27A [31A | 35A | 394 |43A
G

H

llustracién 2B. Distribucién recomendada de muestras para los tubes de medicién de nulos y
anfigenc TB (44 ensayos por placal.

14 Prospecio de GuaniiFERCH TB Gold [SFT) ELSA  07/2013

58



Anexo 5 GALERIA DE FOTOS DE LAS AUTORAS

wantiFERON-

PACKAGE

.....

Autor: Cellestis
Fuente: QUIAGEN, 2015

Figura 5 KIT QuantiFERON®-TB Gold

Autor: Investigadoras
Fuente: QuantiFERON®-TB Gold, 2016

Figura 6 TUBOS NIL, TB ANTIGENO Y MITOGENO DEL KIT QuantiFERON®-TB
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Autor: Investigadoras
Fuente: DISerLAB, 2016

Figura 7 MUESTRAS DEL PERSONAL DE LABORATORIO CLINICO

Autor: Investigadoras
Fuente: DISerLAB, 2016

Figura 8 PLACA ELISA
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Equipo: Humanreader plus Eq-DI1S-40
Fuente: DISerLAB, 2016

Figura 9 LECTOR DE ELISA HUMANREADER PLUS Eqg-DIS-40
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