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RESUMEN

Objetivo: Determinar sila prueba de GMNP tiene similar validez diagndéstica que
el método molecular GeneXpert para el diagnostico de TBC pulmonar en
pacientes con sospecha que acuden al PCT de la Red Asistencial La Libertad,

durante el periodo enero — diciembre de 2022 — 2023.

Materiales y método: Se desarroll6 un estudio observacional, transversal,
prospectivo, analitico, de tipo prueba diagnéstica en el que a través de muestreo
aleatorio simple, se seleccionaron pacientes con sospecha de TBC pulmonar
qgue acudieron al PCT de la Red Asistencial La Libertad y brindaron muestras de
esputos para GeneXpert como GMNP y determinar la validez diagnéstica a
través de la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo,
tomando como Gold Standard al cultivo. La validez diagnostica de ambas
pruebas fueron comparadas con la prueba Chi cuadrado, considerando un valor

significativo para p < 0.05.

Resultados: Se recolectdé 92 muestras de esputo, estas se sometieron a
GeneXpert y a la prueba de GMNP, y se compararon con el cultivo. Se obtuvo:
positivos 38% con GeneXpert vs. 39.1% con GMNP; negativos 62% con
GeneXpert vs. 60.9% con GMNP. La sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo, y precision diagnéstica con el GeneXpert fueron
del 100%. Con GMNP, la sensibilidad fue 100%, especificidad 99.2%; valores
predictivos positivo y negativo de 98.4% y 100% respectivamente, con precision
diagnéstica del 99.4%. Al comparar ambas pruebas, no se observé diferencias
estadisticamente significativas entre los pardmetros evaluados (p > 0.05).

Conclusion: Los parametros diagnosticos de ambas pruebas son similares, por
lo que también hay correspondencia diagndstica entre ellas. No hay evidencias
de que GeneXpert sea mejor que GMNP o viceversa, por lo que, ambas permiten

el diagndstico de TBC pulmonar al tener validez diagnéstica similares.

Palabras clave: Tuberculosis pulmonar, GeneXpert, nanoparticulas, GMNP,
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo,
precision diagnostica, validez diagndstica.
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ABSTRACT

Objective: To determine if the GMNP test has similar diagnostic validity as the
GeneXpert molecular method for the diagnosis of pulmonary TB in suspected
patients who attend the PCT of the La Libertad Healthcare Network, during
January - December 2022 - 2023.

Materials and method: An observational, cross-sectional, prospective,
analytical, diagnostic test-type study was developed in which, through simple
random sampling, patients with suspected pulmonary TB who attended the PCT
of the La Libertad Healthcare Network were selected and provided sputum
samples for GeneXpert as GMNP and determine diagnostic validity through
sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, taking culture as
the Gold Standard. The diagnostic validity of both tests was compared with the

Chi square test, considering a significant value for p < 0.05.

Results: 92 sputum samples were collected, subjected to GeneXpert and GMNP
testing, and compared to culture. The results were: 38% positive with GeneXpert
vs. 39.1% with GMNP; negative 62% with GeneXpert vs. 60.9% with GMNP. The
sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, and diagnostic
accuracy with the GeneXpert were 100%. With GMNP, sensitivity was 100%,
specificity 99.2%; positive and negative predictive values of 98.4% and 100%
respectively, with diagnostic accuracy of 99.4%. When comparing both tests, no
statistically significant differences were observed between the evaluated

parameters (p > 0.05).

Conclusion: The diagnostic parameters of both tests are similar, so there is also
diagnostic correspondence between them. There is no evidence that GeneXpert
is better than GMNP or vice versa, therefore, both allow the diagnosis of

pulmonary TB by having similar diagnostic validity.

Keywords: Pulmonary tuberculosis, GeneXpert, nanoparticles, GMNP,
sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value,

diagnostic accuracy, diagnostic validity.
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INTRODUCCION:

1.1. Problema de investigacion:

La tuberculosis (TBC) es una de las enfermedades infecciosas
categorizada dentro de las diez principales que ha causado globalmente
mayor cantidad de muertes sobrepasando, incluso, al VIH/SIDA. Afecta
a todos los paises, sin importar el sexo, la raza o la edad, por lo cual
podemos considerar a la TBC como un problema de salud publica de
tamafio epidémico cuyas estadisticas mundiales en el 2018 dadas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estiman 10.0 millones de casos
nuevos, y creciendo; teniendo a la cabeza a India (27%), China (14%) y
la Federacion de Rusia (9%) con la mayor parte de la carga mundial (1).
La TBC con resistencia a medicamentos (TBC-MDR) es otro problema
incluido y que, acompafia y dificulta ain mas el control, siendo Perd uno

de los 30 paises considerados con alta carga de TBC-MDR (2).

La deteccion de esta enfermedad es fundamental para el pronéstico en
cualquier persona. Los mas afectados de la poblacion peruana son
personas de bajo nivel educativo y de escasos recursos econémicos, ya
sean desempleados o con un salario precario (3), que no pueden
acceder a buenos servicios de salud o que desconocen de estos para
recibir un diagndstico adecuado y precoz con un posterior tratamiento de
calidad que permita la curacién de la TBC. Uno de los mayores retos a
nivel nacional en nuestro pais esta en la atencién y prevencioén integral
de la TBC, ademés de la falta de informacion y monitorizacion de los
casos nuevos y prevalentes, a pesar de haber la ley N° 30287 “Ley para
la Prevencion y Control de la Tuberculosis en el Peri” aprobada ya en
2016 mediante el Decreto Supremo N° 021-2016-SA (4).

Existen distintos métodos para el diagnéstico de TBC como la
baciloscopia (BK) del esputo a través de la tincion de Ziehl-Neelsen (ZN)
o fluorescencia convencional, el cultivo en medio Lowestein-Jensen (LJ)
(5) y el Xpert MTB/RIif o también llamado GeneXpert. Cada uno de estos
tiene su ventaja y desventaja. La que mas se usa y es un estudio de

rutina en los centros de salud es la baciloscopia. A pesar de ser el
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método mas facil, econdmico y accesible, este solo permite detectar
aquellas bacterias acido-alcohol resistentes (BAAR) y no identificar
especificamente al M. tuberculosis. El cultivo, por otro lado, es un
método seguro y certero con mayor sensibilidad que si logra aislar a la
micobacteria permitiendo asi el diagndstico definitivo, sin embargo tiene
limitaciones en cuanto al costo y el tiempo para obtener los resultados el
cual varia entre 6 a 8 semanas (5,6). En cuanto al GeneXpert, como
prueba molecular que permite detectar a la bacteria en tiempo real, tiene
a favor la alta sensibilidad y el tiempo ya que se realiza en dos horas,

pero los costos son mucho mas elevados que el cultivo (6).

En los ultimos afios, la nanotecnologia en el campo de la medicina esta
captando mucho la atencién de los investigadores y esto se debe a que
la utilizacion de sustancias, productos y/o materiales en tamafio
nanomeétrico se puede aplicar en terapia farmacoldgica, el desarrollo de
vacunas, métodos diagndsticos e imagenologia, dispositivos portatiles e
implantes, entre otros (7). Un componente importante en la
nanomedicina son las nanoparticulas (NP), que pueden asociarse a
otras sustancias como los metales, y de esta manera, obtienen
multifuncionalidad como la de ser un biosensor usado en diagndstico.
Esto aumenta increiblemente su sensibilidad y especificidad. Por
ejemplo, se han disefiado biosensores utilizando nanotecnologia que
combina compuestos metélicos adaptados con capacidad de responder
a cambios fisicoquimicos en una region biolégica, como lo es la pared
celular del Mycobacterium o secuencias de sus acidos nucleicos (8).
También se ha usado microsensores inmunofluorescentes con campos
eléctricos, que permiten identificar un limite de 200 unidades formadoras
de colonias (UFC/mL) en muestras de esputo con un tiempo de
procesamiento y lectura de aproximadamente 30-45 minutos y un costo
muy bajo (9); sin embargo, el uso de equipos electronicos o tecnologia
montada en laboratorio, dificulta su aplicabilidad en lugares de bajos

recursos econémicos.

Por eso, aparece como propuesta el uso de nanoparticulas de hierro
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glicosiladas para el diagnéstico de TBC en muestras de esputo. Esta
técnica se fundamenta en la union de las NP de hierro a la cual se
adhiere glucano formando asi nanoparticulas  magnéticas
funcionalizadas con glucano (GMNP), lo que le permite unirse de manera
irreversible a la pared celular y, con la ayuda de un magneto, las NPs
arrastran a las bacterias hacia el punto donde se ubica el iman,
permitiendo la union de grandes grupos de bacterias haciéndolas
visibles (10).

Existen estudios que confirman que es factible poder usar las GMNP
para la deteccion precisa de tuberculosis pulmonar a partir de muestras
de esputo, con la gran ventaja de ser rapidas, no requerir la experiencia
de un microscopista, pues puede ser leido por una persona
medianamente entrenada y ser economicamente accesible pues el costo
de cada prueba bordea 0.50 USD (11).

Por lo tanto, la utilizacion de las nanoparticulas aplicadas a la deteccion
de TBC cobra gran relevancia. No solo es la manera en que esto puede
ayudar facilitando el diagndstico tanto en tiempo como en costos y a
través de un procedimiento sencillo; sino, la precisiéon que se viene
observando en estudios mencionados previamente. Por ello se pretende
en este estudio, confirmar la validacibn mostrada anteriormente, pero
usando como método comparativo el método molecular GeneXpert. El
aporte de este estudio serd la integracion de la técnica de nanoparticulas
en el diagndstico de TBC pulmonar; por lo que bajo estas premisas se
formulé la siguiente pregunta: ¢Tiene similar validez diagnostica la
prueba de GMNP en comparacién con el método molecular GeneXpert
en el diagnostico de TBC pulmonar en muestras de esputo de pacientes
con sospecha que acuden al Programa de Control de Tuberculosis (PCT)
de la Red Asistencial La Libertad - EsSalud durante enero-diciembre de
2022-2023?
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1.2. Objetivos:
A. Objetivo General:

Determinar si la prueba de GMNP tiene similar validez diagndstica

que el método molecular GeneXpert para el diagnéstico de TBC

pulmonar en pacientes con sospecha que acuden al PCT de la Red

Asistencial La Libertad — EsSalud.

B. Objetivos Especificos:

Precisar las principales caracteristicas sociodemograficas de
los pacientes cuyas muestras fueron recolectadas.

Evaluar la validez a través de la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de la prueba
GMNP para el diagnéstico de TBC pulmonar en pacientes con
sospecha que acuden al PCT de la Red Asistencial La Libertad
- EsSalud.

Evaluar la validez a través de la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del método
molecular GeneXpert para el diagndstico de TBC pulmonar en
pacientes con sospecha que acuden al PCT de la Red
Asistencial La Libertad - EsSalud.

Comparar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la prueba de GMNP vy del
método molecular GeneXpert para el diagnéstico de TBC
pulmonar en pacientes con sospecha que acuden al PCT de la
Red Asistencial La Libertad — EsSalud.

1.3. Justificacién del estudio:

El empleo de las nanoparticulas de hierro para la deteccion de TBC

pulmonar tiene gran relevancia cientifica ya que facilita el diagnostico

acortando el tiempo y los costos mediante un procedimiento sencillo, y

teniendo una validez diagnéstica muy alta observada previamente en

anteriores estudios. Es por ello que con este estudio se busca confirmar

esta validacion mostrada previamente, pero usando como meétodo

comparativo el GeneXpert. El aporte de este estudio sera la integracion
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de la técnica de nanoparticulas en el diagnéstico de TBC pulmonar.

MARCO DE REFERENCIA

2.1. Antecedentes del estudio:

Gordillo-Marroquin et al., en un experimento en el cual usa muestras de
esputo de pacientes con diagnéstico comprobados de Tuberculosis
pulmonar determind la concentracion adecuada de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas con glucano utilizadas en un ensayo de
biosensores colorimétricos a base de nanoparticulas magnéticas
(NCBA) y evalué la concentracién éptima para aumentar la extraccion,
concentracion y deteccion de bacilos acido-alcohol resistentes. El
recuento de BAAR con la técnica de ZN fue 4059 bacilos y con GMNP
fue 5977, aumentando el NCBA en un 47%, mostrando el efecto de
extraccion y concentracion. La relevancia clinica de este resultado es
gue un conteo por debajo de 5000 en el ZN se consideraria un caso
paucibacilar y probablemente conduciria a un resultado falso negativo
en entornos convencionales, aumentando el riesgo de transmision de
Tuberculosis mientras que con NCBA, el recuento de bacilos acido-
alcohol resistentes es cercano a 6000, lo que aumenta la posibilidad de

un resultado positivo. (10)

Bricefio et al., en un estudio observacional prospectivo comparativo para
evaluar la sensibilidad y especificidad de la prueba de NCBA, empleando
muestras de esputos de pacientes con sospecha de TBC pulmonar y
comparando con la tincibn ZN para BAAR, encontraron que el NCBA
presentd sensibilidad y especificidad clinica de 100.0% y 99.7%
respectivamente (IC 95%) comparado con el Gold-Standard que fue el
cultivo. (12)

Otra experiencia similar utilizando el mismo método es la de Bhusal et
al., quienes, también en un estudio prospectivo comparativo, combinaron
principios de nanotecnologia para el diagndstico rapido y asequible, y
estudiaron concentraciones muy bajas de bacilos acido-rapidos (AFB)
en muestras de esputo, a fin de determinar la sensibilidad y especificidad
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2.2.

del método, usando como Gold standard la prueba molecular de
GeneXpert que detecta ADN de Mycobacterium, encontrando
sensibilidad y especificidad similar al GeneXpert: 95% - 100% (IC 95%),
mientras que en la microscopia la sensibilidad fue de 40.0%. (11)

Marco teorico:

Existen diferentes métodos para el diagnostico de TBC pulmonar en su
fase activa. Entre los clasicos y que se han venido empleando desde
antes de 1900, esta la tincion Ziehl-Neelsen y el cultivo. La primera viene
a ser una técnica de coloracién donde la muestra empleada es esputo
emitido por el paciente. Se ha visto que la sensibilidad de la prueba va
aumentando a medida que se recolectan muestras seriadas de esputo.
Esta técnica es la que se emplea de forma rutinaria debido a las
caracteristicas microbiologicas que presenta el M. tuberculosis en su
pared celular: resistir a la decoloracion con alcohol acido, por ello su
denominacion de BAAR. Por otro lado, el cultivo de esputo, si bien es
una técnica lenta debido a que el bacilo demora en crecer entre 30 a 60
dias aproximadamente, se ha visto que tiene otros beneficios aparte del
diagndstico, como llevar un control del tratamiento y la vigilancia de la
resistencia a drogas antituberculosas. (13)

Entre los métodos diagndsticos actuales que han tomado mayor
importancia se encuentra el GeneXpert, que es un ensayo de reaccion
en cadena de polimerasa en tiempo real que identifica el material
genético del M. tuberculosis y si hay presencia o no de resistencia a
rifampicina. Las muestras son variadas, desde esputo hasta liquido
pleural, cefalorraquideo, entre otros. Se ha visto que con muestras
respiratorias, su sensibilidad llega a un 85% y la especificad a un 98%
(13,14)

Ahora, en los ultimos afios esta tomando bastante relevancia la
aplicacion de la nanotecnologia al campo de la salud, que busca llevar
las cosas a un nivel “nano” para el mejor aprovechamiento de sus
propiedades. Los productos de esta incluyen nanomateriales para la
administracion de farmacos y medicina regenerativa, asi como

nanoparticulas con actividades antibacterianas o0 nanoestructuras
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2.3.

funcionales utilizadas para la deteccibn de biomarcadores como
nanobiochips, nanoelectrodos o nanobiosensores. (15)

El uso de nanoparticulas en la parte de deteccion de enfermedades
como lo es la TBC pulmonar esta teniendo resultados prometedores
como se ha visto en estudios donde la sensibilidad llega a mas del 95%
y la especificidad cerca al 100% (11). Sin embargo, para medir la validez
diagnodstica de este nuevo método se requiere emplear el Gold standard
mMAs preciso, por lo que, en este caso, se pretendid usar la determinacién
de la viabilidad del M. tuberculosis en agar Lowenstein-Jensen, como
expresion de la existencia de este germen. Si la nueva prueba con NPs
se acerca en su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo, a la que muestre el cultivo (Gold standard),
entonces la validez y precision diagnéstica de las NPs sera alta.

Marco conceptual:

A. Validez diagnostica:
Cuando hablamos de la validez diagnéstica de una prueba, nos
referimos al grado en que dicha prueba determina, mide o identifica
lo que se supone que debe determinar, medir o identificar
permitiendo diferenciar entre dos o mas condiciones (por ejemplo,
pacientes sanos versus pacientes enfermos) y cuan exacto o certero
es, y esta validez se puede examinar mediante 3 criterios como la
representatividad, constatacién y determinacion.
Los parametros de probabilidad (sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo) son los que permiten
medir la validez diagnéstica de una prueba. (16)

B. Nanoparticulas:
Las nanoparticulas son producto de la nanotecnologia, que es la
ingenieria que se encarga de reducir ciertas particulas a nanoescala
(10° m). La aplicacion de estas en el campo de la medicina abarca
desde el nanodiagndéstico como en la terapéutica mediante la
creacion de tipos diferentes de NP para su uso en sistemas de
administracion de farmacos o agentes bioactivos que incluyen

liposomas, nanocapsulas de NP poliméricas, micelas poliméricas y
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dendrimeros; y los elementos inorganicos que se han empleado y
evaluado su actividad biolégica son el aluminio, el cobre, el oro, la
plata, el hierro, entre otros. (17,18)
C. Método molecular GeneXpert:
El GeneXpert es una técnica molecular para el diagnéstico de TBC
gue ofrecen mayor rapidez, teniendo una sensibilidad y especificidad
similar al cultivo, que es el Gold standard para el diagnéstico de TBC.
Los beneficios es que no requiere de wuna infraestructura
especializada ni de personal altamente calificado, por lo que se
considera tener menor complejidad que otras pruebas. Ademas,
reduce el riesgo de contaminacion cruzada y del personal del
laboratorio. La rapidez con la que precisa el diagnéstico es menor a
dos horas y permite identificar si existe 0 no resistencia a la
rifampicina, uno de los medicamentos de primera linea de TBC. (19)
D. Tuberculosis pulmonar

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa endémica del
Peru, ocupando el décimo quinto lugar de las causas de muerte. Es
causado por bacterias de la familia Mycobacteriaceae siendo las
mas importantes son: la humana, la bovina y la aviaria (tanto la
humana como la bovina son patdégenas para el hombre). En
causante mas frecuente es M. tuberculosis y esta se transmite
principalmente por via aérea a través de la inhalacion de microgotas
en aerosoles cuando una persona enferma habla, tose o estornuda.
De esta forma llegan al pulmén, especificamente al alvéolo y entran
en los macréfagos donde se reproducen y posteriormente son

liberados diseminandose por via hematdgena-linfatica. (4,20)

2.4. Sistema de hipétesis:
A. Hipoétesis nula (Ho):
Ho: La prueba de GMNP tiene la misma precision diagnostica que el
método molecular GeneXpert para el diagnostico de TBC pulmonar
en pacientes con sospecha que acuden al PCT de la Red Asistencial
La Libertad - EsSalud.
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B. Hipotesis alterna (Ha):

Ha: La prueba de GMNP no tiene la misma precision diagndstica que

el método molecular GeneXpert para el diagnostico de TBC

pulmonar en pacientes con sospecha que acuden al PCT de la Red

Asistencial La Libertad - EsSalud.

2.5. Variables e indicadores (cuadro de operacionalizacion de
variables):
Variable Definicion conceptual Definicion operacional

Método molecular | Método de deteccion | Deteccibn molecular a través de la
GeneXpert diagnéstica rapida y | amplificacibn de &cido nucleico en
molecular para M. | muestras de esputo de 5 mL y con
tuberculosis que emplea la | expectoracion mucopurulenta emitida
amplificacion  del  &cido | por la mafiana y procesado dentro de
nucleico y permite, ademas, | las 3 horas de ser emitido.
identificar ~ resistencia a
rifampicina (19)
Método Método de deteccion de M. | Frotis de esputo recolectado de la
diagnoéstico  con | tuberculosis utilizando | primera muestra de la mafana, y

nanoparticulas de

hierro

GMNP, tincién carbol fucsina,
afiadiendo etanol y HCl y uso
de azul de metileno como
contratincion; que se
adhieren irreversiblemente a
la pared celular del M.

tuberculosis. (12)

procesado dentro de las 3 horas de
emitido, mezclado con el GMNP, que
permite observar, bajo un microscopio
de campo brillante, presencia de
grupos rojos en forma de varilla
rodeados de nanoparticulas marrén
oscuro, producto del agrupamiento del
GMNP con el M. tuberculosis (GMNP-
Mt) adheridas al usar un iman en el
parte inferior de la lamina, que atrae a
todas las nanoparticulas en un solo

punto. (12)

17




Diagnostico de

Enfermedad causada por el

Muestra con prueba positiva en el

tuberculosis M. tuberculosis, que se | procesamiento realizado con el cultivo

pulmonar caracteriza por dar reaccion | en agar Lowenstein — Jensen para
granulomatosa caseificante | tuberculosis y que se interpreta como
en los drganos tejidos que | la presencia M. tuberculosis viables.
invade el germen y que
principalmente es Pulmon,
aunque puede presentarse
en cualquier localizacion.

(21)

Covariable Definicién conceptual Definicién operacional

Edad Tiempo de existencia desde | Tiempo medido en afios desde el
el nacimiento hasta la | nacimiento hasta el momento de la
muerte. (22) realizacion del proyecto de

investigacion.

Sexo Condicibn que distingue | Se toma en cuenta el sexo de
biolégicamente al hombre y | nacimientoy no el género con el que el
la mujer. (23) paciente se sienta identificado.

Nivel Posicion de un | Condicidn social basada en condicion

socioeconémico individuo/hogar dentro de | laboral (empleado, subempleado,
una estructura social | desempleado) el salario mensual y

jerarquica. (24)

poder adquisitivo que le permite
satisfacer sus necesidades bésicas
familiares, que se expresa:

- Bajo

- Medio

- Alto
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Contacto con | Cualquier persona que tiene | Presencia de una persona con
casos de TBC o ha tenido exposicion con un | tuberculosis, con o sin tratamiento en
caso indice diagnosticado | su entorno familiar, laboral o social
con tuberculosis ya sea intra | cercano, en los ultimos 30 dias.
o extradomiciliario. (25)
Variable Tipo Escala de Indicador indice
medicion
Variable de Intervencion:
Método molecular | Cualitativa Nominal -Positivo 1 = positivo
GeneXpert -Negativo | 0 = negativo
Método Cualitativa | Nominal -Positivo 1 = positivo
diagnéstico con -Negativo | 0 = negativo
nanoparticulas de
He
Variable de Respuesta
Diagnostico de Cualitativa Nominal -Positivo 1 = positivo
tuberculosis -Negativo | 0 = negativo
pulmonar
Covariables
Edad Cuantitativa | Continua ARos Cuantificacion
de afios, vg. 20
afios, 32 afos,
50 afios, etc
Sexo Cualitativa Nominal -Hombre 0 = Mujer
-Mujer 1 = Hombre
Nivel Cualitativa Nominal -Bajo 0 = Bajo
socioeconémico -Medio 1 = Medio
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-Alto 2 = Alto

Contacto con Cualitativa Nominal -Si 1=Si
paciente TBC -No 0 =No

. METODOLOGIA:

3.1.

3.2.

Tipo y nivel de investigacion:
Esta investigacion fue de tipo aplicada y el nivel, comparativo (26).
Poblacién y muestra del estudio:

A. Poblacion:

Todos los pacientes asegurados con sospecha de TBC pulmonar
qgue acudieron al PCT de la Red Asistencial La Libertad - EsSalud

durante el periodo 2022 — 2023.
B. Muestray muestreo:
a. UNIDAD DE ANALISIS:

Pacientes con sospecha de TBC pulmonar que acudieron al PCT
de la Red Asistencial La Libertad - EsSalud durante el periodo
2022 — 2023 que cumplen con los criterios de inclusion y

exclusion.

. UNIDAD DE MUESTREO

Muestras de esputos de los pacientes con sospecha de TBC
pulmonar que acudieron al PCT de la Red Asistencial La Libertad
- EsSalud durante el periodo 2022 — 2023.

. TAMANO MUESTRAL:

Para realizar el calculo muestral, se utilizé la formula para estudios

de comparacion de dos pruebas diagnésticas, que es la siguiente:

- {Zo:x." (1+ C)ﬁ(l—ﬁ) +Zf3 -,q-"'(Cp-_q-_ +paga) }
N (cHIc?

En donde:
Za = 1,64 - confidencialidad al 95%
ZB = 80% = 0.80 - potencia de prueba.

C = (1:1) - relacion entre los componentes de ambos grupos
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n=

M=p1+p2/2->(0.95+0.88)/2=0915

pl = valor de la sensibilidad de prueba 1 (nanoparticulas de
He) - 95% = 0.95 (12)

gl=1-p1>1-0.95=0.05

p2 = valor de la sensibilidad de prueba 2 (Prueba molecular
GeneXpert) > 88% = 0.88 (27)
g2=1-p2>1-0.88=0.12

IC = 0.05 - Amplitud del intervalo de confianza aceptado

{(1.64)\/ (1+ 1)(0.915)(1 — 0.915) + (0.80),/1(0.95)(0.05) + (0.88)(0.12)}2

1(0.10)2
n=92.1

El tamafio muestral total comprendi6é 92 pacientes.

d. MUESTREO:
Se obtuvo el nimero de sujetos de investigacion usando
muestreo aleatorio simple:

e Se construyd una tabla de numeros aleatorios que

contuviese el triple de numeros del tamafio muestral
calculado, empleando la funcion “ALEATORIO.ENTRE”
de Excel.

Cada paciente que cumplia los criterios de inclusién y no
tenga exclusiones (explicados mas adelante), se le
cotejaba con el primer nimero de la tabla de nameros
aleatorios y se verificaba si correspondia a un nimero par
o impar. En caso de que fuera par, se seleccionaba para
el estudio. Si era impar, no.

La lectura de la tabla de numeros aleatorios fue por
columnas, empezando por la primera de la izquierda y
siguiendo el sentido vertical. Al terminar con esa columna,
se pasoO a la segunda columna, nuevamente iniciando

desde el primer nimero de la segunda columna.

Con esta técnica se obtuvo el numero requerido calculado en

el tamafo muestral.
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C. Criterios de seleccion:

Se selecciond las muestras de todos los pacientes que acudan al

PCT de la Red Asistencial La Libertad - EsSalud por sospecha de

TBC pulmonar referidos de la Unidad de Neumologia, Medicina

Interna e Infectologia.
a. CRITERIOS DE INCLUSION:

Se incluyo las muestras de los pacientes que cumplan con los

siguientes criterios:

Paciente con sospecha de TBC pulmonar sin restriccion
de edad, género, nivel socioeconémico ni comorbilidad.
Que sean sintomaticos respiratorios: Tos productiva al
menos por 15 dias de duracion.

Que cumpla con las dos consultas al PCT a fin de dejar
una muestra de esputo en cada una de ellas.

Que existan informacion epidemiolégica completa
proporcionada por el paciente en la hoja de registro de
sospecha de Tuberculosis.

Que tenga formulario de solicitud de examen diagndstico
(investigacion de BAAR y/o cultivo para M. tuberculosis)

segun formato del PCT.

b. CRITERIOS DE EXCLUSION:

Se excluy6 las muestras de los pacientes que cumplan con los

siguientes criterios:

Muestras que tengan contenido hematico o el paciente
tenga hemoptisis.

Muestras que sean saliva o que tengan mas de 10 células
epiteliales por campo de alta resolucién (400X) o menos
de 25 polimorfonucleares o monocitos por campo de alta
resolucion (400X).

Muestra con mas de 4 horas de ser emitida.

Que hayan tenido diagnaostico previo de Tuberculosis de
cualquier localizacion, en especial, pulmonar.

Pacientes en tratamiento actual de Tuberculosis de

cualquier localizacioén.
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3.3.

3.4.

3.5.

e Paciente que ha culminado tratamiento en los ultimos 6
meses.

e Muestras de baciloscopia de control.

e Muestra que luego de obtener resultado del cultivo, se

obtuvo Micobacterias atipicas.

Disefio de investigacion:
Se desarroll6 un estudio observacional, transversal, prospectivo,

analitico, tipo prueba diagnadstica. (28)

Técnicas e instrumentos de investigacion:

La técnica que se emple6 fue la observacion, a través de microscopia
electronica.

Elinstrumento utilizado para recolectar los datos fue la “Ficha de solicitud
de investigacién bacterioldgica en Tuberculosis” (ANEXO N°01, tomado
del Manual de Normas de Procedimientos para la Prevencion y Control
de la Tuberculosis) (29).

Procesamiento y andlisis de datos:

A. Procesamiento:
Se realizé las solicitudes de permisos y autorizaciones respectivos
para tener acceso a la recoleccion de las muestras para el proyecto
y la informacién de las fichas de solicitud de examen del PCT de la
Red Asistencial La Libertad - EsSalud.
Una vez obtenidos los permisos se procedié a seleccionar a los
pacientes que acudian al Consultorio del PCT para despistaje de
TBC pulmonar a través de baciloscopia de esputo usando una
secuencia de numeros aleatorios con el fin de precisar qué muestras
ingresarian al estudio, recolectandose 5 muestras de esputo por dia
del total que acuden a dejar sus muestras para despistaje (promedio
de 12-15 muestras).
Luego se procedid a registrar la informacion recolectada por la
enfermera responsable del PCT de cada centro de salud que

conforma la Red Asistencial La Libertad — EsSalud, que consta en la
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“Ficha de solicitud de investigacion bacterioldgica en Tuberculosis”
(ANEXO N°1).(29)

Las muestras seleccionadas fueron de esputo matinal, en un frasco
de boca ancha, que no tenga més de 3 horas de ser emitida, la cual
fue tratada como sigue:

e Se obtuvo de la muestra principal, tres alicuotas de 5 mL, en 3
tubos diferentes:

a. TUBO 1: Muestra para tratamiento con GMNP.
b. TUBO 2: Muestra para GeneXpert.
c. TUBO 3: Muestra para cultivo (Gold Standard).

e Los tubos de las alicuotas fueron agitados manualmente o
invirtiéndolos entre 10-20 veces. Luego se dejo reposar por 5
minutos para volverlos a agitar/invertir entre 10-20 veces mas.

e Usando un bastidor magnético, se separo las bacterias que han
formado complejo con las nanoparticulas (5-10 min dependiendo
de la viscosidad del esputo); quedando solo el complejo Mt—
GMNP, descartdndose el sobrenadante y retirandose los tubos
del bastidor magnético.

e Del tubo 1, se suspendié otra vez el contenido remanente del
tubo que contiene el complejo MT-GMNP mediante la adicién
de 500 pL de buffer fosfato salino (PBS) 0,01 M mezclandose
manualmente mediante agitaciéon manual 10 veces. Se procedio
a hacer un extendido del preparado homogenizado y se observo
al microscopio. Esta observacion fue realizada exclusivamente
por una persona a quien se le entrend previamente en la
preparacion y lectura de la prueba.

e Se envio tanto el tubo 2 para procesamiento con GeneXperty el
tubo 3 para cultivo al laboratorio de micobacteriologia del
HACVP, que fue realizado por profesionales diferentes al que
proceso la muestra del tubo 1. Ninguno de los tres tuvo acceso
a los resultados obtenidos de cada tubo, salvo el que
procesaron.

e Los resultados de la baciloscopia de esputo con ZN seran
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obtenidos del mismo laboratorio de micobacteriologia de los
hospitales de la Red Asistencial La Libertad — EsSalud.

e La informacion de los resultados de ambos tubos y de la
baciloscopia fue colocada en una base de datos codificada, con
acceso unico para el investigador, protegido por una contrasefa
y actualizada diariamente.

e Las GMNP fueron gentilmente proporcionadas por la Dra.
Evangelyn Alocilja, creadora del método, College of Engineering,
Nano Biosensor Laboratory, Michigan State University, USA.

e La base de datos fue construida en Excel (Office 365 Version
2006).

B. Estadistica Descriptiva:
Los resultados obtenidos se mostraron segun distribucion de
frecuencias de las variables cualitativas en tablas de contingencia
(2x2) para comparaciones entre el método experimental, el
comparativo y el Gold Standard. Las variables cualitativas propias
del estudio fueron expresadas en proporciones y/o porcentajes. Las
variables demogréaficas como edad, sexo, nivel socioeconémico y
contacto con caso TBC, fueron expresadas en tablas de doble
entrada en funcion de su naturaleza: Las numéricas en medidas de
tendencia central como media, mediana, moda y de dispersién como
desviacién estandar; las categoricas, en proporciones o porcentajes.
Algunas variables fueron mostradas en graficos de barras y sectores
para su mayor entendimiento.

C. Estadistica Analitica:
A fin de contrastar la hipotesis del estudio, se realizd la prueba de
Chi Cuadrado para las variables cualitativas que se enfrentaron en
la tabla de contingencia, para buscar asociacion estadistica, que fue
considerada significativas para un a menor a 5% (p < 0.05).

D. Estadigrafos propios del estudio:
Los estadigrafos usados en un disefio de prueba diagndstica fueron:
la sensibilidad y especificidad, el valor predictivo positivo (VPP) y el
valor predictivo negativo (VPN), para cada una de las propuestas de
examen diagnostico a usar en el estudio comparado con el Gold
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Standard. Se calcul6 ademas los intervalos de confianza al 95%.
El procesamiento estadistico de estos datos fue realizado con el
soporte del Paquete Estadistico IBM SPSS Version 25.0

IV. RESULTADOS:

4.1. Andlisis e interpretaciéon de resultados:

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de los pacientes

sintomaticos respiratorios analizados (n= 92)

Frecuencia Porcentaje

Edades
18 a45 53 57.6
46 a 64 28 30.4
65 a mas 11 12.0
Sexo
Masculino 78 84.8
Femenino 14 15.2
Centro
Asistencial
HVLE 23 25.0
HACVP 20 21.7
La Esperanza 06 6.5
El Porvenir 09 9.8
Florencia de Mora 06 6.5
Moche 07 7.6
Chocope 09 9.8
Ascope 00 00.0
Casagrande 00 00.0
Pacasmayo 00 00.0
Albretch 00 00.0
Vira 12 13.0
Nivel
Socioeconémico
Nivel A 00 00
Nivel B 04 4.3
Nivel C 56 60.9
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Nivel D 32 34.8

Nivel E 00 00
Contacto o
exposicion
no 42 45.7
si 26 28.3
Desconocido 24 26.1
GeneXpert
Negativo 57 62.0
Positivo 35 38.0
GMNP
Negativo 56 60.9
Positivo 36 39.1
Cultivo
Negativo 57 62.0
Positivo 35 38.0

En la tabla 1 se describen las caracteristicas sociodemogréficas de los
pacientes cuyas muestras de esputo fueron analizadas. La mayoria de
los pacientes fueron provenientes del hospital Lazarte (HVLE) en un
25.0% y del HACVP con 21.7%. No se capté ningun paciente
proveniente de Ascope, Casagrande, Pacasmayo o Albretch.

Se dividi6 a los pacientes segun su edad en intervalos de: 18 a 45 afios,
46 a 64 afios y 65 afios a mas. Se observé que mas de la mitad de los
pacientes tenian entre 18 y 45 afios (57.6%), mientras que era menos
frecuente el diagnostico de tuberculosis en pacientes mayores de 65
afnos (12.0%).

Hubo, ademas, predominio del sexo masculino con respecto al sexo
femenino (84.8% vs 15.2%).

También se analizo el nivel socioecondémico, siendo el nivel C aquel del
gue provenian mas de la mitad de todos los pacientes (60.9%); mientras
gue, por otro lado, no se obtuvo pacientes ni del nivel A como del nivel
E.

De todos los pacientes, solo un 28.3% refiri6 haber tenido contacto o
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exposicion a tuberculosis pulmonar, mientras que casi la mitad de ellos
negaba haberlo tenido (45.7%) y otro tanto referia no tener conocimiento
de ello (26.1%).

Al realizar el procesamiento de las muestras de esputos de los pacientes,
tanto con GeneXpert como con GMNP, los resultados salieron similares:
Fueron positivos 38% con GeneXpert vs. 39.1% con GMNP, mientras
gue los resultados negativos fueron: 62% con GeneXpert vs. 60.9% con
GMNP.

Tabla 2. Resultado de Muestras de esputo procesadas con

GeneXpert y Cultivo de M tuberculosis

Cultivo M. tuberculosis

Positivo Negativo Total

Positivo 35 0 35
GeneXpert Negativo 0 57 57
Total 35 57 92

IC 95% Inferior-

Parametro Calculo .
Superior
Sensibilidad 100% (94.17, 100)
Especificidad 100% (97.04, 100)
Valor Predictivo Positivo 100% (94.17, 100)
Valor Predictivo Negativo 100% (97.04, 100)
Precision diagnostica 100% (98, 100)

En la tabla 2, se observa que tanto la sensibilidad como especificidad
alcanzada con el GeneXpert fueron del 100%, con valores predictivos
positivo y negativo de igual manera con 100%; permitiendo calcular una

precision diagnostica de 100%.

Tabla 3. Resultado de Muestras de esputo procesadas con
GMNP y Cultivo de M tuberculosis

Cultivo M. tuberculosis

Positivo Negativo Total
GMNP Positivo 35 1 36
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Negativo 0 56 56
Total 35 57 92

IC 95% Inferior-

Parametro Célculo _
Superior
Sensibilidad 100% (94.17, 100)
Especificidad 99.21% (95.64, 99.86)
Valor Predictivo Positivo 98.41% (91.54, 99.72)
Valor Predictivo Negativo 100% (97.02, 100)
Precision diagnostica 99.47% (97.05, 99.91)

En la tabla 3, se observa nuevamente parametros para medir la validez
diagnodstica, pero esta vez de la prueba experimental de GMNP. Se
observa que la sensibilidad alcanzada fue del 100%, la especificidad del
99.2%; mientras que los valores predictivos positivo y negativo fueron de
98.4% y 100% respectivamente, logrando asi una precision diagnodstica
del 99.4%

Tabla 4. Analisis estadistico de GeneXpert y GMNP (IC 95%)

Sensibilidad Especificidad VPP VPN PD
100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
GeneXpert  (94.17-100.0) (97.04-100.0) (94.17-100.0) (97.04-100.0) (98.0-100.0)
100.0% 99.21% 98.41% 100.0% 99.47%

GMNP (94.17-100.0)  (95.64-99.86)  (91.54-99.72) (97.02-100.0) (97.05-99.91)

VPP: Valor predictivo positivo. VPN: Valor predictivo negativo. PD:

Precision diagnostica
En la tabla 4, se observa la comparacion entre ambas pruebas GMNP y

GeneXpert realizadas a las muestras de esputo, habiendo valores

similares entre ellos.
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Tabla 5. Comparacién entre GeneXpert y GMNP segun sensibilidad,

especificidad, VPP, VPN y precisién diagndstica

GeneXpert GMNP chi cuadrado p
Sensibilidad 100 100
Especificidad 100 99.21
VPP 100 98.41 0.00879 > 0.05
VPN 100 100
Precision diagndstica 100 99.47

VPP: Valor predictivo positivo. VPN: Valor predictivo negativo.

En la tabla 5 se observa que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo y la precision diagnéstica calculados
tanto para GeneXpert como para GMNP (p > 0.05).

4.2. Docimasia de hipotesis:
Si la precisibn diagnéstica de la prueba de GMNP no difiere
significativamente de la validez diagnéstica del GeneXpert, entonces

ambas pruebas pueden ser usadas en el diagnéstico de TBC pulmonar.

V. DISCUSION:
De acuerdo con los datos obtenidos en la experiencia realizada del presente
estudio, observamos que casi la mitad de los pacientes que brindaron
muestras de esputo provenian de grandes establecimientos como el Hospital
Victor Lazarte Echegaray (25.0%) y del Hospital de Alta Complejidad “Virgen
de la Puerta” (21.7%). Estos hospitales debido a que son de alto nivel (Ill 'y IV
nivel, respectivamente) estan implementados para la atenciéon y manejo de los
casos de tuberculosis, por lo que son los principales centros hospitalarios de
los que provienen la poblacion del estudio. De estos pacientes, predominaron
los adultos joévenes (edad media entre 18 y 45 afos) quienes corresponden a
gran parte de la poblacion econémicamente activa. En el estudio realizado por
Soto et al. Se determind que la edad con mayor predominio eran los que

tenian entre 15 y 44 afios (74%) similar a lo reportado en el presente estudio.
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De aquella poblacion, se obtuvo una relacion hombre — mujer de 1,7 a
diferencia de este estudio donde se obtuvo 5,6. En ambos casos predomina
el sexo masculino, sin embargo, en este estudio es marcada el predominio de
hombres. Con respecto al contacto o exposicion previa a un paciente que haya
tenido TBC, se hallé que casi la mitad referia no haber tenido contacto,
mientras que la cuarta parte de la poblacion de este estudio desconocia el
hecho. Haciendo comparacion con la revision de Soto et al., ellos encontraron

también que un 60% negaba el contacto con casos de TBC (30).

Dentro de las caracteristicas sociodemograficas también se analizé el nivel
socioecondémico de los pacientes. El sector con mayor predominio fue el nivel
C. Generalmente se afirma que las zonas de mayor concentracion de casos
suelen ser con frecuencia areas de pobreza y hacinamiento, ya que la
tuberculosis es una enfermedad que guarda bastante relacién con factores de
riesgo sociales (30). Sin embargo, se encontré que siendo el nivel C un nivel
intermedio el que tenia mayor poblacién con casos de TBC, mientras que no
se obtuvo ningun paciente del nivel E, puede hacer pensar que la falta de
acceso a servicios de salud o el mismo desconocimiento de esta enfermedad

es lo que limité a la obtencién de pacientes de dicho nivel.

Al realizar el procesamiento de las muestras de esputo con GeneXpert se
obtuvo valores de 100% en todos los parametros de validez diagnostica. El
uso de la prueba molecular GeneXpert fue aprobada por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en el 2010 demostrando que, en aquel entonces y
hasta ahora, es un método tecnoldgico y relativamente novedoso que se basa
en la deteccion de la reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real. Esta
prueba ubica y amplifica regiones de consenso de &cidos nucleicos para
detectar ADN de M. tuberculosis. Esto lo realiza en dos fases con dos pares
de iniciadores, la primera hace una PCR para amplificar una region extensa
del ADN que contiene la secuencia diana y en la segunda fase, esa
amplificacion realizada anteriormente actia como molde para amplificar una
region interna mas pequefia, con la finalidad de detectar el patron genético
IS6110, mejorando la sensibilidad y especificidad del GeneXpert. Esto permite
revelar existencia del ADN del M. tuberculosis ya que dicha secuencia es
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Gnica para esta especie lo que hace que esta prueba tenga una altisima
sensibilidad y especificidad que lo hace comparable al cultivo, que es el Gold
standard (31) (32).

Ademas de tener una alta sensibilidad para el diagnéstico de TBC, también
se considera como la mas rentable de todas las pruebas ya que los resultados
se obtienen rapidamente sin necesidad de realizar un procesamiento extra de
la muestra, por lo que, a su vez, también se ahorra recursos humanos. Este
buen costo — beneficio que se obtiene con el GeneXpert permite que el
diagnéstico sea lo mas precoz posible y asi iniciar el tratamiento
correspondiente inmediatamente. Sin mencionar que, ademas, también
detecta cepas que son resistentes a la rifampicina, farmaco de primera linea
empleado en el tratamiento de TBC. Esto se realiza a través de la
identificacion de mutaciones en el gen rpoB (31). De esta manera, se optimiza
el tiempo no solo en el diagnostico si no en el tratamiento (32). A pesar de las
bondades del GeneXpert en el diagnéstico de TBC, la gran desventaja es que
es un método caro en nuestro pais, bordeando precios que van hasta 500
soles. Precio que no todos los niveles socioeconémicos pueden ser capaces

de cotizar.

Por otro lado, el cultivo tiene alta fiabilidad para el diagndstico de tuberculosis,
debido a que la positividad con esta prueba revela no solo la presencia del M.
tuberculosis sino también permite detectar la viabilidad de dicho germen. Si
en la muestra no se detectan bacterias vivas, no creceran en el cultivo, por lo
que saldria negativo descartando el diagndstico de TBC. Es por ello por lo que
se le considera el Gold Standard. Sin embargo, la sensibilidad puede disminuir
si es que el procesamiento de la muestra no es el adecuado y no es realizado
por un profesional conocedor de los procedimientos. Otra desventaja es el
tiempo de demora en que salen los resultados: Esto varia entre 14 y 60 dias
aproximadamente, por lo que rara vez se considera una prueba de primera
linea para diagnosticar tuberculosis ya que retrasaria el inicio del tratamiento,
aunque no se excluye como una prueba confirmatoria en lo que se va iniciando

el manejo para TBC (32).
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En este presente estudio, el objetivo fue valorar un nuevo método diagnéstico
como lo es la prueba de GMNP, que se basa en el uso de nanotecnologia que
ya viene implementandose desde hace algunos afios en el campo de la
medicina. En los estudios realizados por Gordillo — Marroquin et al., y Bricefio
et al., se explica como es el funcionamiento de estas nanoparticulas que al
ser sensibilizadas con glicano permiten aislar al M. tuberculosis al adosarse
de forma irreversible a su pared celular. Posteriormente, se confirma mediante
la observacion de este complejo Mt—GMNP. Debido a que las nanoparticulas
estan hechas de hierro, un metal magnético, esto le confiere propiedades
paramagnéticos a las nanoparticulas, que se ven expresadas cuando se
utiliza un campo magnético como lo es el iman en la superficie inferior de la
lamina portaobjetos de tal manera que conglomera a todos los complejos Mt-
GMNP observandose como grumos rojos en forma de varilla rodeados de

nanoparticulas marrones (10,12).

Este procedimiento solo demora aproximadamente 20 minutos teniendo un
costo de medio dolar (11). Si lo comparamos con los otros métodos
previamente analizados, el uso de GMNP es mucho mas beneficioso en
cuestidén de tiempo y costo por ser mucho mas rapido e increiblemente mas
barato que el uso de GeneXpert y el cultivo. Ademas de ello, la sensibilidad
es altisima como la del Gold standard siendo del 100%, al igual que la
especificidad y los valores predictivos positivo y negativo que son casi del
100%, por lo que su precision diagndstica es del 99.4%, congruente con lo

reportado por Bricefio et al. (12)

En el analisis estadistico del GeneXpert y GMNP, observamos que los
pardmetros diagnosticos del GMNP se equiparan con los del GeneXpert,
siendo practicamente iguales por lo que este método recientemente
implementado presenta ciertas ventajas por tan alta costo-efectividad y
rapidez en determinar los resultados. Esto se debe a que las nanoparticulas
al unirse irreversiblemente a la Micobacteria permiten su deteccién de
cualquier forma, inclusive en muestras paucibacilares a comparacién de los
otros métodos que disminuyen su sensibilidad en estos casos. En el estudio

realizado por Gordillo — Marroquin et al., se observé que el uso de GMNP en
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VI.

el NCBA aumentd un 47% el recuento de BAAR mostrando su efecto de
concentracion de bacterias, y siendo relevante debido a que un recuento por
debajo de 5000 en una muestra analizada con Zielh-Nielsen se considera
como paucibacilar pudiendo conllevar a un falso negativo e incrementando el
riesgo de transmisién de un paciente subdiagnosticado a otro. Con el GMNP,
el recuento de BAAR es cerca de 6000, por lo que hay mas posibilidades de
que el resultado salga positivo permitiendo un diagndstico precoz, y, de esta
forma, iniciar inmediatamente con el tratamiento y disminuir el riesgo de

transmision (10).

No se observo diferencias significativas entre los pardmetros de validez
diagndstica de GeneXpert como de GMNP (p < 0.05), lo que nos quiere decir
que, estadisticamente hablando, ambas pruebas son iguales: Se observé que
el GeneXpert tiene correspondencia diagndstica con el cultivo al igual que el
GMNP, por lo que ambas pruebas son iguales en lo que respecta a precision
diagndstica a pesar de basarse en diferentes principios, es por eso que ambas
pueden ser utilizadas para el diagnéstico de TBC pulmonar sin que una sea
superior a la otra dentro estrictamente de parametros diagndésticos. Sin
embargo, si consideramos las ventajas que nos ofrece el uso de
nanoparticulas, como la rapidez, la sencillez del procedimiento y el costo tan
minimo, el implementar la prueba la GMNP en el Peru, considerado pais
endémico de TBC, disminuiria el riesgo de transmisién al ser una prueba
asequible y rapida, que no requiera de instrumentacion sofisticada mas que

un microscopio electronico.

CONCLUSIONES:

1. La mayor poblacion con TBC pulmonar diagnosticada provino de un nivel
socioecondmico C, predominando adultos jovenes y siendo la mayor parte
de sexo masculino.

2. Se determind que el GeneXpert posee sensibilidad y especificidad del
100% al igual que el cultivo, por lo que se considera que ambos tienen
correspondencia diagndstica.

3. Elandlisis de la prueba de GMNP obtuvo valores altisimos en sensibilidad,

especificidad, valores predictivos positivo y negativo cercanos al 100%,
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igualando al cultivo.

4. La comparacion realizada entre ambas pruebas analizadas de GeneXpert
y GMNP evidenciéo que los parametros diagnésticos de ambos son
similares, por lo que también hay correspondencia diagndstica entre estas
pruebas.

5. No hay evidencias que prueben que la prueba molecular GeneXpert sea
mejor que GMNP o viceversa, por lo tanto, ambas pruebas permiten el

diagndstico de TBC pulmonar al tener validez diagndstica similares.

VIl. RECOMENDACIONES:
Se recomienda realizar mayores investigaciones respecto al uso del GMNP
en casos de TBC extrapulmonar, ya que habiendo demostrado su eficacia en
el diagnostico de TBC pulmonar incluyendo casos paucibacilares, el que
también sea altamente sensible para casos extrapulmonares permitiria el
reemplazo de las técnicas diagnosticas empleadas actualmente mejorando la
situacién epidemioldgica en nuestro pais al detectar mayor nUmero de casos

precozmente.
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ANEXOS:

Anexo 01: Ficha de solicitud de investigacion bacteriolégica en Tuberculosis
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Anexo 02: Preparacion y lectura de nanoparticulas
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Anexo 03: Resolucién de decanato que aprueba proyecto de investigacion

' .":-_‘ u PAO Facultad de Medicina Humana
/ DECANATO

Trujillo, 21 de diciembre del 2022

RESOLUCION N2 3216-2022-FMEHLU-UPAD

VISTO, &l expediente organizado por Don (fia) CASTARNEDA PAREDES VALERIA SOFA alumno (a) del Programa de
Estudios de Medicina Humana, solicitandn INSCRIPCION de proyecto de tesis Titulado “VALDEZ DEL METODO DE
NANOPARTICULAS DE HIERRO COMPARADA CON EL METODO MOLECULAR GENEXPERT PARA DIAGNOSTICO DE
TUBERCLILOSIS PULMON AR", para obtener el Titulo Profesional de Médico Cirujano, v,

CONSIDERANDD

Que, ¢ (la) alumno (a) CASTANEDA PAREDES VALERIA SOHA ha culminado el total de asignaturas de los 12 ciclos
académicos, v de conformidad con el referido provecto revisado v evaluado por el Comité Técnico Permanente de
Investigaciin del Programa de Estudios de Medicina Humana, de conformidad con el Oficio N2 1243-2022-CFMEHL-
UPAD;

Que, dela Evaluacion efectuada se desprende que el Proyecto referido redne las condiciones v caractensticas téenicas
de un trabajo de investigacidn de |la espedalidad;

Que, decanformidad a lo establecido en la seccidn Il = del Titulo Profesional de Médico Cirujana v sus equivalentes,
del Reglamento de Grados y Titulos Articulo del 26 al 29, el recurrente ha optado por la realizacion del Proyecto de
Tesis;

Que, habiéndose cumplido con los procedimientos académicos v administrativos reglamentaiamente establecidos,
por lo que el Proyecto debe ser inscrito para ingresar ala fase de desarrollo;

Estando alas consideraciones expuestas y en uso a las atribuciones conferidas a este despacho;
SE RESLIELVE:

Primero.- AUTORIZAR |ainscripcidn del Proyecto de Tesis Titulado “VAUDEZ DEL METODO DE NANOPARTICULAS
DE HIERRD COMPARADA CON EL METODO MOLECULAR GENEXPERT PARA DIAGNOSTICO DE
TUBERCULOSIS PULMONAR®, presentado por el (la) alumno (a) CASTANEDA PAREDES VALERIA SOF(A
en el registro de Proyectos con el N2 4407 por reunir las caracteristicas y requisitos reglamentarios
declardndolo expedito para la realizacidn del trabajo correspondiente.

Segundo.- REGISTRAR el presente Proyecto de Tesis con fecha 21.12.22 manteniendo la vigencia de registro hasta
el 21.12.24.,

Tercera.- NOMBRAR coma Asesar dela Tesisal profesor (a) CASTANEDA SABOGAL ALEX NAPOLEON,

Cuarto.- DERIVAR a la Sefiora Directora del Programa de Estudios de Medicina Humana para que se sirva disponer
lo que comesponda, de conformidad con la normas Institucionales establecidas, a fin que el alumno
cumpla las acciones que le competen,

Quinto.- PONER en conocimiento de las unidades comprometidas en el cumplimiento de lo dispuesto en la
presente resoluciin,

REGISTRESE, COMUNIQUESE ¥ ARCHIVESE,
|

rac
ME LOZAND PERALT,
e e e e WO A Dra. Elena Adela Caceres Andonaire
B na [e] Secretaria Académica
Pk
UNIVERSIDAD PRIVAIA ANTENOR ORRECO Mchamarica Sur 3145 Monserrats Trojilio - Pan
v upaa edu.pe Felle[+50][044] 04444  Fax: 3JR2000
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Anexo 04: Constancia de Institucion donde se ha desarrollado propuesta de
investigacion

Ak Essalud

“Al\o del Fortalecmiento de la Soberania Nacional”

RED ASISTENCIAL LA LBERTAD
OFICINA DE CAPACITACION, INVESTIGACION Y DOCENCIA
COMITE DE INVESTIGACION Y ETICA

PIN® 136 CIVE- O.C.LY D-RALL-ESSALUD-2022

CONSTANCIAN® 136

El presidente del Comit® de Investigacion de la Red Asisiencial La Libertad - ESSALUD, ha aprobado el Proyeco
de Investigacion Thulado:

“VALIDEZ DIAGNOSTICA DE NANOPARTICULAS DE HIERRO
COMPARADA CON EL METODO MOLECULAR GENEXPERT PARA
DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS PULMONAR'

VALERIA SOFIA CASTANEDA PAREDES

Al finalizar el desarollo de su proyecto debera alcanzar un ejemplar del frabajo desarollado via virtual al email
(capacitaconrali@gmail com), segin Direciva N* O4-ETSI-ESSALUD-2016, a la Oficina de Capacitacion

Investigacon y Docencia - GRALL, caso contraro la informacion del Trabajo de Investigacion no sera avdada por
ESSALUD.

Trujillo, 18 de noviembre del 2022

,R0S3 -0CvD-G '
et Sancher Ry Ore: ™ sere 00N AVBERTAD
PRESIDENTE RED ASIS
Comité de Investigacion M
Red Asistencial La Libertad
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NIT: 9070-2022-325
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Anexo 05: Constancia de asesor

CONSTANCIA DE ASESORIA

El que suscribe Dr. Alex Mapoledn Castafieda Sabogal, docente de la Escuela
Profesional de Medicina Humana de la Universidad Privada Antenor Orrege, hace

constar gue me comprometo a brindar asescoramiento correspondiente para el
desarrollo de proyecto de fesis fifulado “VALIDEZ DIAGNOSTICA DE

NANOPARTICULAS DE HIERRO COMPARADO CON EL METODO MOLECULAR
GEHNEXPERT PARA Dlﬁ}GHDETICND DE TUBERCULOSIS PULMONAR" de la
estudiante VALERIA SOFIA CASTAMEDA PAREDES, de la Escuela de Medicina
Humana.

Se expide el presente para los fines que estime conveniente.

Trujillo, 20 de marzo del 2024

Alex Napoleon Castafieda Sabogal
CMP 21221 — 153725
Docente UPAC 1D 000041823
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FE DE ERRATAS

Se advirtieron de ciertos errores a causa de la inaccesibilidad de ciertos
instrumentos o materiales, y el retraso que esto implicaria, por lo que, a
continuacion, se detallan:

e En la pag. 21, en el subtitulo 3.4 << Técnicas e instrumentos de
investigacion >> se menciona el uso de “microscopia electronica”, debe
decir “microscopia 6ptica”.

e En la péag. 32, en el titulo V. << DISCUSION >> se menciona en el Gltimo
parrafo, ultima linea, “...que no requiera de instrumentacion sofisticada mas
que un microscopio electrénico”. Debe decir “microscopio éptico” en lugar

del término “microscopio electrénico”.
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LEVANTAMIENTO DE OBSERVACIONES

Se realiza el levantamiento de observaciones brindadas por el Dr. Victor Fernandez

GOmez a la tesis titulada “Validez Diagnéstica de Nanoparticulas de Hierro comparada

con el Método Molecular GeneXpert para diagnostico de Tuberculosis Pulmonar”, las

cuales se mencionan a continuacion;

1.

Incluir antecedentes de casuistica de Tuberculosis Pulmonar en la Red
asistencial de EsSalud en el periodo de estudio.

La informacion fue obtenida del Programa de Prevencion y Control de Tuberculosis
— Red Asistencial La Libertad, segun el Informe Operacional de Tuberculosis,
durante el afio 2022, se examinaron 8255 pacientes sintomatico respiratorio (SR),
de los cuales 139 fueron diagnosticados con TB pulmonar a través de baciloscopia
positiva; mientras que, durante el afio 2023, se examinaron 12281 pacientes SR de
los cuales 203 tuvieron baciloscopia positiva.

Incluir mas articulos relacionados al tema de estudio que se compare con
GeneXpert.

El estudio realizado se considera como una prueba de concepto, ya que el uso de
nanoparticulas de hierro como un biosensor para diagnéstico de Tuberculosis
Pulmonar esta siendo estudiado y aun se encuentra en prueba, con la finalidad de
demostrar su efectividad y asi crear un proyecto mas grande. Los Unicos estudios
disponibles actualmente relacionados al tema son 1) el de Gordillo — Marroquin et
al. (2018), quienes emplearon un biosensor colorimétrico basado en nanoparticulas
magnéticas de hierro (NCBA) comparandolo con la baciloscopia en muestras
paucibacilares de pacientes provenientes del programa de Tuberculosis de la
Region Sierra, Juridisccion Sanitaria ||l Chiapas, México; 2) el de Bhusal et al.
(2018), quienes de igual manera emplearon el NCBA comparando con el Zielh
Neelsen siendo el GeneXpert como Gold Standard en Nepal; 3) Bricefio et al.
(2019), quienes emplearon el NCBA comparado con Zielh Neelsen contrastado con
el cultivo como Gold Standard en La Libertad, Pera. El uso de nanoparticulas de
hierro se esta desarrollando por lo que es aun un método novedoso y todos estos
estudios, incluida la tesis a presentar y la tesis de doctorado del asesor son parte
de un programa de estudios basado en nanoparticulas pertenecientes a un grupo
internacional de 14 investigadores de 14 paises diferentes llamado Global Alliance
for Rapid Diagnostics (GARD) fundada por la creadora del método de

nanoparticulas, Dra. Evangelyn Alocilja.
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3. Dentro de la metodologia, describir como se realizd el proceso de
nanoparticulas en el hospital, en qué area, quién lo procesd y si tuvo
entrenamiento; cémo se realiza el procesamiento y como se interpreta los
resultados en el hospital.

Las nanoparticulas de hierro fueron contribucién del Grupo de Investigacion Alocilja
de la Universidad Estatal de Michigan, Estados Unidos. Dentro de la tesis lo que se
busca es evaluar la efectividad que viene mostrando en estudios previos y la
aplicabilidad de estas en el area de la nanomedicina en nuestro contexto nacional,
no se pretende recrear las nanoparticulas pues esto entraria en el campo de la

biofisica e ingenieria.

Sin embargo, en el estudio de Bricefio et al., se describe brevemente la preparacion
de estas sintetizando magnetita (FesO.) al usar cloruro de hierro hexahidratado
como precursor en una mezcla de etilenglicol y acetato de sodio. Luego, se afiadié
quitosano previamente polimerizado para modificar la superficie de las

nanoparticulas y que actie como cubierta de glucano de estas.

El procesamiento de las muestras se realiz6 en el laboratorio del Hospital de Alta
Complejidad “Virgen de la Puerta”, y la lectura de estas fue por parte de personal

entrenado por el Dr. Bricefio, conocedor de la técnica.

Los resultados solo se interpretaron como positivo o negativo contrastando con el
GeneXpert y el cultivo, mas no se puede extrapolar dichos valores obtenidos en el
contexto hospitalario para toma de decisiones diagnéstica y/o terapéutica ya que,
al ser un método que la Organizacion Mundial de la Salud o alguna entidad sanitaria
haya aprobado aln, pues esta a nivel de prueba de concepto y lo que se busca con
esta tesis es sumar junto con los demas estudios proponerlo como un proyecto
mayor, no es ético basarse en los resultados que brindaron las nanoparticulas, por
lo que estas no interfirieron en el flujo de la toma de decisiones para el diagndstico

de TBC pulmonar que se realiza habitualmente en la Red Asistencial La Libertad.

4. Buscar informacion que comparte este estudio de nanoparticulas con otros
métodos moleculares y su uso en ambitos de escasos recursos con alta
prevalenciade TBC para determinar su utilidad en zonas similares alaregion.
A pesar de no haber méas estudios similares a los expuestos anteriormente, se
dispone de informacién que menciona la idea de emplear nanoparticulas como

biosensores para diagndstico con sustancias que posean propiedades magnéticas
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como el hierro en sus distintas formas (sea magnetita, maghemita, entre otros) ya
que los ferritos especialmente tienen gran biocompatibilidad lo que los hace ideales
para diagnéstico como se ha visto en el desarrollo de inmunoensayos tipo sandwich
para deteccion de antigenos presentes en las micobacterias. Aparte, también hay
investigaciones con nanoparticulas magnéticas, pero con otras sustancias como
estreptavidina y biotina para deteccion de mutacion en el gen rpoB de la
micobacteria que seria responsable de la resistencia a rifampicina. El uso de
nanoparticulas de hierro adn esta siendo estudiado por lo que aun se debe
determinar mas adelante cémo actuard en formas extrapulmonares o

multidrogorresistente.

Observaciones brindadas por el Dr. Luis Manuel Angelats Silva a la tesis titulada
“Validez Diagnéstica de Nanoparticulas de Hierro comparada con el Método
Molecular GeneXpert para diagnéstico de Tuberculosis Pulmonar”, las cuales se

mencionan a continuacion:

En la péag. 21, Técnicas de instrumentacion, precisar el Modelo, Marca del
Microscopio electronico (es microscopio electrénico de barrido (MEB) o
transmision (MET).

FE DE ERRATAS. Se advirtieron de ciertos errores a causa de la inaccesibilidad de

ciertos instrumentos o materiales, y el retraso que esto implicaria, por lo que, a

continuacion, se detallan:

e En la pag. 21, en el subtitulo 3.4 << Técnicas e instrumentos de
investigacion >> se menciona el uso de “microscopia electrénica”, debe decir
“microscopia optica”.

e En la pag. 32, en el titulo V. << DISCUSION >> se menciona en el Ultimo
parrafo, Ultima linea, “...que no requiera de instrumentacion sofisticada mas
que un microscopio electronico”. Debe decir “microscopio éptico” en lugar del

término “microscopio electrénico”.

En la pag. 22, respecto al TUBO 1, dice "...Se procedi6 a hacer un extendido
del preparado homogenizado y se observd al microscopio. Esta observacion
fue realizada exclusivamente por una persona a quien se le entrend

previamente en la preparacion y lectura de la prueba...". Aqui es necesario
mencionar qué microscopio se empled, magnificacion o aumento. Precisar
metodologia de preparacién y observaciéon de la muestra.

Se puede precisar con mayor detalle que el método de GMNP se apoya de la
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coloracion Zielh — Neelsen (ZN) como base, empleando fucsina basica como
tincién, alcohol acido como decolorante y azul de metileno como contratincion,
siguiendo la preparacion estandarizada por el MINSA y adicional a esto, es que se
acoplan dos pasos mas: Afadir las GMNP y usar el bastidor magnético. La
concentracion que se empled (basado en hallazgos realizado por Bricefio et al.)
para el tubo 1 que fue sefializado para la prueba de nanoparticulas, se emple6
0.5mL de GMNP a una concentracién de 10 mg/mL por 1mL de esputo. Este tubo
ya contaba con 5mL de esputo previamente obtenido de la muestra principal del
cual se tomé 1mL para la prueba especifica con GMNP. Para homogenizar la
muestra, se agitdé manualmente 10 — 20 veces en promedio y se dejo 5 minutos a
temperatura ambiente, para repetir la agitacion manual. Luego de esto, es que se
usOé un iman para separar el complejo que se formé entre las GMNP y las
micobacterias (complejos Mt — GMNP). Aqui el tiempo de separacion magnética
varié entre 5 a 10 minutos dependiendo de cuén viscoso era la muestra, y que esto
influye en la formacion de complejos Mt — GMNP. Posterior a ello, se descart6 el
sobrenadante. Luego, se afiadié 500 uL buffer fosfato salino 0.01 M y se volvi6 a
homogenizar la muestra mediante agitacibon manual unas 10 veces mas.
Finalmente, se realiz6 un frotis con 20 uL aproximadamente en una lamina
portaobjeto para visualizar bajo un microscopio de luz a 100X objetivo empleando
aceite de inmersién. Las micobacterias, por ser acido alcohol resistentes quedaron
tefiidas de rojo/rosado debido a la coloracion ZN y por la adicion de GMNP, es que

se visualizaron pequefios grumos marrones alrededor de las bacterias.

En la pag. 23, si bien las GMNP fueron proporcionadas, pero vale precisar
caracteristicas como tamafio, morfologia. Son importantes estos parametros
de las nanoparticulas dado que a menor tamafio tienen mayor eficacia por la
razén de Superficie/lvolumen desde el punto de vista de nanotecnologia. Al
respecto, en el ANEXO 02 s6lo hay imagenes, pero no se describe (se ilustra
por lo menos) la preparacion ni las técnicas o métodos de caracterizacion de
las nanoparticulas de hierro. ¢Puede hacer al menos un diagrama de flujo de
obtencion de las NPs?

La Tesis versa sobre la aplicabilidad de un nuevo biosensor basado en
nanoparticulas para el diagndstico de tuberculosis, mas no de la confeccién ni
fabricacion de estas ya que esto se realiza en el laboratorio de nanotecnologia y
biosensores de la Facultad de ingenieria de Michigan State University por alumnos
de ingenieria, (no de medicina). El interés de probar su utilidad es la poca difusién

en el area de diagnéstico de tuberculosis que puede ser en un futuro cercano en el
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nuevo paradigma diagndstico. Este seria el tercer o cuarto estudio especifico en
diagnéstico de tuberculosis usando estas nanoparticulas, por lo que se considera
estudio a nivel de proof-of-concept. Al ser un disefio propio de una Universidad
extranjera, patentado por su autora, no es posible alin compartir el procedimiento
hasta que se pruebe adecuadamente su utilidad. Esta tesis pretende ser parte de
estos estudios. Una vez probado adecuadamente se difundira el proceso para ser

usado de manera global, de ser el caso.

La creadora del método: https://www.edgr.msu.edu/alocilja/

WELCOME TO THE NANO-BIOSENSORS LAB!

Welcome to the Nano-Biosensors Lab! We exist to protect lives through rapid diagnostics.

Our goal is to save lives, protect the nation, and sustain the economy by diagnosing infectious and antimicrobial resistant diseases early, rapidly, inexpensively, and simply
through point-of- nanoparticle-based bi Similarly, we protect consumers from falsified products through our pi ing research on blockchai [bi
enabled anti-counterfeiting technalogies
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NANOPARTICLES FOR RAPID DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS (TB)

HOME

This project synthesizes functionalized magnetic nanoparticles for increasing the sensitivity of acid-fast bacilli smear microscopy and develops biosensors for rapid T8 detection in clinical samples.

En el estudio realizado por Bricefio et al., se hall6 a través de microscopia
electrénica de transmision la caracterizacion de las nanoparticulas empleadas. En
cuanto a morfologia, se las observé de forma esférica; usando un microscopio laser,
se determin6 que el tamafio promedio era de 159 +- 88 nm; con un sistema de
dispersion de luz dindmica, se encontré que la conductividad promedio fue de 0.06
+- 0.04 mS/cm y su superficie estaba cargada positivamente. Ademas, que era

altamente soluble en agua y se mantiene bien a temperatura ambiente (25 a 45°C).

En la Metodologia incluir un parrafo indicando en base a que determina la
sensibilidad de deteccion a través de las imagenes por microscopia
(¢electronicade barrido u Optica?) usando GMNP. Puede tomar como
referencia el parrafo resaltado en amarillo en la pag 31.

Se ha especificado que la sensibilidad y especificidad, asi como el valor predictivo

positivo y negativo, del método no se basa en imagenes si no en la contrastacion
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https://www.egr.msu.edu/alocilja/

existente entre las pruebas positivas y negativas determinadas por un observador
unico usando GMNP vy las pruebas positivas y negativas determinadas por el
GeneXpert, operado por otra persona que desconocia el resultado de las pruebas
con GMNP. No se estd usando imagenes de microscopia electrénica como se

menciona en la Fe de erratas.

9. En resultados es necesario mostrar imagenes obtenidas por microscopia,
sustentando que ha funcionado el método por GMPN, es decir, segun la
literatura se debe observar "...grumos rojos en forma de varilla rodeados

de nanoparticulas marrones..."
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