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2. RESUMEN

La tuberculosis representa un importante desafio diagnostico debido a la naturaleza
paucibacilar de muchas lesiones tisulares, lo que limita la sensibilidad de los métodos
histopatologicos convencionales. La coloracion de Ziehl-Neelsen (tincion &cido-
alcohol resistente) es una técnica ampliamente utilizada; sin embargo, sin embargo, las
técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (TB-PCR) en tiempo
real podrian ofrecer una mayor capacidad diagnoéstica en tejidos fijados en formalina e
incluidos en parafina (FFPE). El objetivo del presente estudio serd evaluar la
concordancia entre ambas metodologias en tejidos FFPE con sospecha histopatologica
de tuberculosis, provenientes de pacientes atendidos en el Hospital Nacional Cayetano
Heredia durante el periodo 2020-2025. Se realizara un estudio observacional, analitico,
retrospectivo y de corte transversal. La poblacion estara constituida por la totalidad de
bloques de tejido FFPE que cumplan los criterios de seleccion. Se efectuaran nuevos
cortes histologicos para la coloracion de Ziehl-Neelsen y la extraccion de ADN para
TB-PCR en tiempo real. Los resultados se registraran en una ficha de recoleccion de
datos y se analizaran mediante estadistica descriptiva e inferencial. La concordancia se
evaluard mediante la proporcion de acuerdo observado y el coeficiente kappa de Cohen
con su intervalo de confianza del 95 %. Los resultados permitiran generar evidencia
local sobre el grado de concordancia entre ambas metodologias y contribuirdn a
optimizar el diagnostico de la tuberculosis en tejidos FFPE.

Palabras clave: Tuberculosis; reaccion en cadena de la polimerasa; tincion acido-

alcohol resistente.



3. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) continla siendo un importante problema de salud publica
mundial. En 2023, aproximadamente 10,8 millones de personas desarrollaron la
enfermedad y, en la Region de las Américas, se estimaron 342 000 nuevos casos y 35
000 muertes asociadas (1,2). En el Peru, durante 2024 se registraron 32 950 casos de
tuberculosis, con persistencia de formas resistentes a medicamentos, lo que evidencia
una elevada carga de enfermedad (3).

La tuberculosis extrapulmonar puede comprometer diversos drganos y tejidos, y su
diagnostico constituye un desafio debido a la heterogeneidad clinica y a la frecuente
naturaleza paucibacilar de las lesiones (4-6). Aunque hallazgos histopatologicos como
la inflamacion granulomatosa, la necrosis caseosa y las células gigantes tipo Langhans
pueden sugerir tuberculosis, no son patognomonicos, por lo que la demostracion del
agente etioldgico resulta relevante para complementar el diagndstico (4,7).

La coloracion de Ziehl-Neelsen permite identificar bacilos 4cido-alcohol resistentes y
constituye una técnica accesible y de bajo costo; sin embargo, su deteccion puede verse
limitada en lesiones con baja carga bacilar, particularmente en tejidos fijados en
formalina e incluidos en parafina (FFPE) (6-8). Por su parte, la TB-PCR en tiempo real
permite detectar secuencias genéticas especificas del complejo Mycobacterium
tuberculosis (9), aunque la TB-PCR en tiempo real constituye una herramienta ttil para
la deteccion del complejo Mycobacterium tuberculosis en tejidos fijados en formalina
e incluidos en parafina (FFPE), su rendimiento puede verse afectado por factores

preanaliticos, como el tipo y el tiempo de fijacion, el procesamiento y almacenamiento



del tejido, asi como por la cantidad e integridad del ADN recuperado para el analisis
molecular (10-13).

Debido a que ambas metodologias se sustentan en principios analiticos diferentes —
visualizacién microscopica de bacilos acido-alcohol resistentes y deteccion molecular
de ADN especifico—, sus resultados no necesariamente coinciden (14,15). Diversos
estudios realizados en tejidos FFPE han demostrado diferencias en el rendimiento
diagnéstico de los métodos histoquimicos y moleculares para la deteccion de
Mycobacterium tuberculosis, influenciadas por la carga bacilar, el tipo de tejido y las
condiciones de procesamiento de la muestra (14-16).

En el Peru, Barrdon y colaboradores demostraron la factibilidad de la deteccion
molecular de Mycobacterium tuberculosis en biopsias pleurales embebidas en parafina;
sin embargo, dicho estudio se limitd a tejido pleural y compar6 la TB-PCR con la
tincion de fluorocromo auramina (17). Por tanto, persiste escasa evidencia local sobre
la proporcion de resultados positivos y el grado de concordancia entre la coloracion de
Ziehl-Neelsen y la TB-PCR en tiempo real en tejidos con sospecha histopatoldgica de
tuberculosis (17).

En este contexto, el estudio de tejidos FFPE archivados en el Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Nacional Cayetano Heredia permitira determinar la proporcion
de resultados positivos mediante cada técnica y evaluar el grado de concordancia entre
ambas metodologias, generando evidencia local sobre su relacion en muestras
histopatologicas archivadas.

Por ello, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ;Cual es el grado de

concordancia entre los resultados de la coloracion de Ziehl-Neelsen y la TB-PCR en



tiempo real para la deteccion del complejo Mycobacterium tuberculosis en tejidos
fijados en formalina e incluidos en parafina con sospecha histopatologica de
tuberculosis, provenientes de pacientes atendidos en el Hospital Nacional Cayetano

Heredia durante el periodo 2020-2025?

4. OBJETIVOS

Objetivo general: Evaluar la concordancia entre los resultados de la coloracion de
Ziehl-Neelsen y la TB-PCR en tiempo real para la deteccion del complejo
Mycobacterium tuberculosis en tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina
(FFPE) con sospecha histopatolégica de tuberculosis, provenientes de pacientes
atendidos en el Hospital Nacional Cayetano Heredia durante el periodo 2020-2025.
Objetivos especificos:

1. Determinar la proporcion de acuerdo observado entre los resultados de la
coloracion de Ziehl-Neelsen y la TB-PCR en tiempo real en los tejidos
incluidos en el estudio.

2. Determinar el grado de concordancia entre los resultados de la coloracion de

Ziehl-Neelsen y la TB-PCR en tiempo real en los tejidos incluidos en el estudio.

5. MATERIAL Y METODO
a) Diseiio del estudio: Estudio observacional, analitico, retrospectivo y de corte

transversal.



b) Poblacion: La poblacion estara constituida por todos los bloques de tejidos fijados
en formalina e incluidos en parafina (FFPE) correspondientes a pacientes atendidos en
el Hospital Nacional Cayetano Heredia entre los afios 2020-2025, que cuenten con
diagnostico histopatologico compatible con tuberculosis o inflamacion granulomatosa
sugestiva de tuberculosis.

Criterios de inclusion

o Bloques de tejido FFPE archivados en el Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital Cayetano Heredia.

e Casos con diagndstico histopatolégico compatible con tuberculosis o
inflamacion granulomatosa cronica con o sin necrosis caseosa sugestiva de
tuberculosis.

o Disponibilidad de tejido suficiente para realizar cortes histologicos adicionales
y extraccion de ADN.

o Casos registrados entre enero de 2020 y diciembre de 2025.

Criterios de exclusion

o Bloques de parafina deteriorados o con material tisular insuficiente.

e Muestras en las que no sea posible obtener ADN de calidad adecuada para el
analisis molecular.

e Muestras previamente agotadas por estudios complementarios.

o Bloques no encontrados en archivo.

¢) Muestra
El presente estudio serd retrospectivo y tendra un abordaje censal. La poblacién

accesible estara constituida por la totalidad de tejidos fijados en formalina e incluidos



en parafina con sospecha histopatologica de tuberculosis, provenientes de pacientes
atendidos en el Hospital Nacional Cayetano Heredia durante el periodo 2020-2025,
que cumplan los criterios de inclusion y exclusion establecidos.

Debido a que el estudio incluiré la totalidad de los casos elegibles disponibles durante
el periodo de estudio, no se realizard un proceso de muestreo. En consecuencia, el
numero final de unidades de andlisis estard determinado por la totalidad de casos que
cumplan los criterios de seleccion y dispongan de resultados evaluables tanto de la
coloracion de Ziehl-Neelsen como de la TB-PCR en tiempo real. La inclusion censal
permitird maximizar el aprovechamiento de la poblacion accesible y reducir la pérdida
de informacion que podria derivarse de la seleccion de una muestra.

La concordancia entre ambas pruebas serd evaluada mediante la proporcion de acuerdo
observado y el coeficiente kappa de Cohen, con su correspondiente intervalo de
confianza del 95 %. La precision y la potencia estadistica alcanzadas para la estimacion
del coeficiente kappa dependeran del nimero final de casos incluidos y de la
distribucion de los resultados positivos y negativos obtenidos con ambas pruebas. En
caso de obtenerse un nimero reducido de casos o una baja frecuencia de resultados
positivos, esta situacion serd considerada una limitacion inherente a la disponibilidad

de la poblacion accesible y sera tomada en cuenta en la interpretacion de los resultados.

d) Definicion operacional de variables: Anexo 1
e) Procedimientos y técnicas:

Metodologia



Se obtendr4 la aprobacion del Comité Institucional de Etica en Investigaciéon de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia y del Hospital Nacional Cayetano Heredia.
Posteriormente, se solicitara la autorizacion del Jefe del Servicio de Anatomia
Patologica para acceder a la base de datos del servicio e identificar los casos elegibles
con diagndstico histopatolégico compatible con tuberculosis o inflamacion
granulomatosa sugestiva de tuberculosis, correspondientes al periodo comprendido
entre los afios 2020 y 2025.

Inicialmente se revisara la base de datos del Servicio de Anatomia Patoldgica para
identificar los casos elegibles. Posteriormente, se localizaran y recuperaran los bloques
de tejido FFPE correspondientes. De cada bloque seleccionado se obtendran nuevos
cortes histologicos de 3 a 5 um de espesor utilizando un micrétomo rotatorio. Los
cortes se montaran en laminas portaobjetos para la coloracion de Ziehl-Neelsen y en
tubos estériles para los procedimientos moleculares.

Coloracion de Ziehl-Neelsen

La coloracion se realizara siguiendo el protocolo estandarizado del servicio de
Anatomia patologica. Los cortes histologicos seran desparafinados mediante xileno y
rehidratados con alcoholes de concentracion decreciente. La coloracion Ziehl-Neelsen
permite la visualizacion de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR), que se tifien con
fucsina basica, reteniendo el colorante tras la fase de decoloracién con alcohol
clorhidrico. El colorante de contraste es el azul de metileno. Se incluirda una muestra
positiva como control del procedimiento de coloracion.

Interpretacion de resultados de la coloracion Ziehl-Neelsen: Las ldminas seran

evaluadas mediante microscopia Optica por dos médicos anatomopatdlogos con un



minimo de 5 afos de experiencia en el area de infectopatologia, quienes desconoceran
los resultados del método alternativo (TB-PCR en tiempo real), con la finalidad de
evaluar la concordancia interobservador; discrepancias entre patdlogos seran resueltas
por consenso y/o por un tercer patélogo. Se realizara un barrido inicial a bajo aumento
para localizar las areas de interés, seguido de la evaluacion sistemdtica mediante

objetivo de inmersion de 100x. Los resultados obtenidos seran en términos cualitativos:

o No se observan BAAR: Tras la revision completa de la [amina.

o Positivo: La identificacion de bacilos delgados con forma de baston, ligeramente
curvos, a menudo con un patrén caracteristico de cuentas (perlado), que se tifien de
rojo brillante a rosa. La identificacion de al menos un solo bacilo con morfologia

tipica en un contexto histoldgico sugerente es suficiente.

TB-PCR en tiempo real

La deteccion cualitativa del complejo Mycobacterium tuberculosis en tejidos fijados
en formalina e incluidos en parafina (FFPE) se realizara mediante desparafinado con
xilol, rehidratacion del tejido, digestion con proteinasa K y extraccion de ADN
utilizando el kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del
fabricante (18). Todo el procedimiento de preamplificacion se efectuard en una cabina
de bioseguridad clase II-A2, manteniendo un flujo unidireccional de trabajo para
minimizar el riesgo de contaminacion cruzada.

Posteriormente, el ADN extraido serd amplificado mediante PCR en tiempo real
utilizando el kit genesig® Complete DNA Kit (Primerdesign®, Reino Unido), dirigido

a la region repetitiva IS6110 del complejo Mycobacterium tuberculosis. La



amplificacion y deteccion se realizaran en la plataforma automatizada genesig® q16,
siguiendo las instrucciones del fabricante (19). En cada corrida se incluirdan un control
positivo, un control negativo (No Template Control) y un control interno de extraccion
para verificar la validez del ensayo (19).
Interpretacion de los resultados
Los resultados se expresaran de forma cualitativa como detectado o no detectado para
el complejo Mycobacterium tuberculosis. Aunque el sistema genera un valor de ciclo
umbral (Ct o Cq), este no sera considerado una variable de estudio, ya que constituye
un parametro interno utilizado por el software para la interpretacion automatica del
ensayo. Las muestras con amplificacion del blanco molecular seran consideradas
positivas, mientras que aquellas sin amplificacion, con controles internos adecuados,
seran consideradas negativas. Las corridas que no cumplan los criterios de control de
calidad establecidos por el fabricante serdan consideradas invalidas y se repetiran (19).

o Detectado: presencia de ADN del complejo Mycobacterium tuberculosis.

e No detectado: ausencia de ADN detectable del complejo Mycobacterium

tuberculosis.
e Resultado invalido: incumplimiento de los criterios de aceptacion de los
controles internos o externos, por lo que la muestra serd reprocesada (19).

Control de calidad y prevencion de contaminacion cruzada
La preparacion de reactivos y la manipulaciéon del ADN se realizardn en areas
fisicamente separadas, utilizando una cabina exclusiva para PCR, micropipetas
diferenciadas y puntas con filtro. El control positivo serd manipulado al finalizar la

preparacion de las reacciones para reducir el riesgo de contaminacion. Las superficies
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de trabajo seran descontaminadas periddicamente con soluciones eliminadoras de ADN
(19).

Si el control negativo presenta amplificacion, la corrida sera interpretada conforme a
los criterios del fabricante. Cuando el Cq sea <35, la corrida se considerarad
contaminada e invalida y debera repetirse; si el Cq es >35, la interpretacion se realizara
segun la diferencia de Cq entre la muestra y el control negativo, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (19).

Cegamiento de la evaluacion

El médico anatomopatdlogo realizara la lectura de las laminas tefiidas con Ziehl-
Neelsen sin conocer los resultados de la TB-PCR en tiempo real. Del mismo modo, el
personal encargado del procesamiento e interpretacion de la TB-PCR no tendra acceso
a los resultados histopatoldgicos durante el andlisis, con el fin de minimizar el riesgo
de sesgo de observacion.

f) Aspectos éticos del estudio

Con el proposito de cumplir con las exigencias regulatorias, el protocolo serd sometido
a evaluacién por el Comité Institucional de Etica en Investigaciéon de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia antes de su ejecucion. Asimismo, se gestionaran las
autorizaciones institucionales correspondientes ante el Hospital Nacional Cayetano
Heredia para acceder a la base de datos del Servicio de Anatomia Patologica y a los
bloques de tejido fijados FFPE requeridos para el estudio.

El disefio y la ejecucion de la investigacion se desarrollaran de conformidad con los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki y con la normativa nacional vigente

aplicable a la investigacion en seres humanos.
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Dado que el estudio empleara exclusivamente registros secundarios y muestras
bioldgicas archivadas, sin intervencidon ni contacto directo con los participantes, se
considera una investigacion de riesgo minimo. Se garantizara la confidencialidad de la
informacion mediante la codificacion de los datos, omitiendo nombres, nimeros de
historia clinica y cualquier otro dato que permita la identificacion de los pacientes.

g) Plan de analisis

La informacion obtenida sera registrada en una base de datos elaborada en Microsoft
Excel 2019 y posteriormente analizada mediante el programa Stata version 18.

Los resultados de la coloracién de Ziehl-Neelsen y de la TB-PCR en tiempo real se
presentaran mediante frecuencias absolutas y relativas, y se organizaran en una tabla
de contingencia de 2 x 2.

La concordancia entre ambas metodologias se evaluard mediante la proporcion de
acuerdo observado. Asimismo, el grado de concordancia se determinara mediante el
coeficiente kappa de Cohen, con su correspondiente intervalo de confianza del 95 %.
La interpretacion de los resultados se realizara considerando la magnitud del
coeficiente kappa y la distribucion de los resultados positivos y negativos obtenidos

mediante ambas metodologias.
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Asesor del proyecto 1 0 0
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Tecnologo médico 1 0 0

Equipos e instrumentos
Reactivos para coloracion Ziehl-Neelsen
(fucsina basica fenicada, azul de metileno 1 500 500
al 3%, alcohol acido 1%)
Reactivos para TB-PCR en tiempo real
(xilol, kit de extraccion de ADN “QIAamp
DNA Mini Kit” y kit de amplificacion 1 12,500 12,500
para complejo M. tuberculosis “Kit
genesig® Complete DNA Kit”)
Material de laboratorio  (ldminas,
cubreobjetos, crioviales, pipetas, tips, 1 200 200
guantes, mandiles, mascarilla)
Material de escritorio (Impresiones,
fotocopias de fichas, uso de computadora, 1 150 150
lapicero, engrapadora)
Equipos biomédicos (microtomo, bafio de
flotacion, estufa, microscopio O&ptico,
Termociclador en tiempo real, Cabina de
Bioseguridad Clase I1I-A2.)
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Elaboracion y aprobacion del
protocolo

Aprobacion ética y permisos X | X
institucionales

Identificacién y seleccion de casos

olte

Recuperacion de bloques FFPE

eltalls

Procesamiento de muestras (Ziehl-
Neelsen y TB-PCR)

Registro y depuracion de la base de X
datos

Analisis estadistico X

olte

Elaboracion del informe final

elte

Sustentacion y difusion de resultados
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Operacionalizacion de variables

Variable Naturaleza Esca.la.tie Definicion operacional | Registro
medicion

Resultado de la
observacion
microscopica de bacilos .\
, ae L Positivo /
Prueba indice: Cualitativa acido-alcohol No se
Coloracion de L, Nominal | resistentes (BAAR) en
) dicotomica . o observan
Ziehl-Neelsen cortes histologicos
. ) BAAR
tefiidos mediante la
técnica de Ziehl-
Neelsen.
Resultado obtenido
mediante la
amplificacion y
deteccion de ADN del
complejo Detectado
Nominal | Mycobacterium / No
tuberculosis mediante detectado
PCR en tiempo real a
partir de tejido fijado en
formalina e incluido en
parafina (FFPE).

Prueba
comparadora: | Cualitativa
TB-PCR en dicotomica
tiempo real

Nota: La concordancia se evaluard entre los resultados de la coloracion de Ziehl-
Neelsen y la TB-PCR en tiempo real utilizando unicamente resultados validos. En la
TB-PCR, los resultados invalidos, definidos como aquellos que no cumplen los
criterios de aceptacion de los controles internos o externos del ensayo, seran
reprocesados conforme al protocolo del fabricante hasta obtener un resultado valido
(detectado o no detectado); por tanto, no seran considerados como una categoria de

analisis.
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ANEXO 2: Ficha de recoleccion de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Codigo asignado

Nuamero de informe de Anatomia
Patologica

Diagnostico anatomopatologico

Coloracion de Ziehl-Neelsen

[ Positivo

[ No se observan BAAR

TB-PCR en tiempo real

[ Detectado

[ No detectado
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