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RESUMEN 

 

La tuberculosis permanece como una enfermedad desafiante en el mundo. La 

detección de casos y de resistencia frente a los fármacos es vital. La baciloscopia 

convencional demuestra baja sensibilidad y las pruebas de sensibilidad son lentas. 

Las actuales herramientas diagnósticas requieren equipos sofisticados e insumos 

costosos. Con el objetivo de mejorar el diagnóstico actual, esta investigación 

doctoral: 1) Reporta dos variantes de la baciloscopia utilizando la tinción Ziehl-

Neelsen y fluorescencia con Auramina y la concentración de micobacterias 

mediante la filtración del esputo con presión positiva y negativa; 2) Evalúa el 

desempeño del método de microdilución en caldo como prueba de sensibilidad en 

cepas de tuberculosis resistentes a los fármacos  usando la placa UKMYC6 y 3) 

Evalúa el desempeño de la microscopia sin lentes Cytonote para reconocer y 

diagnosticar tuberculosis en los cultivos MODS. La sensibilidad de las variantes 

microbiológicas, pellet y pellet diluido fue un 7,1% y un 2% mayor en ZN y AF 

respectivamente, en comparación con el frotis directo y la filtración con presión 

positiva mejoró el rendimiento del frotis directo estándar. La placa UKMYC6 

permitió determinar la concentración mínima inhibitoria para 13 fármacos en cepas 

resistentes y muestra buenos resultados diagnósticos para rifampicina, isoniazida, 

etambutol, etionamida, kanamicina y levofloxacina. Las imágenes obtenidas con 

Cytonote mostraron sensibilidades del 86.7%/97,4% para los cultivos de cepas 

puras y de 70,3%/86,6% para los cultivos de esputo comparados con el método 

MODS. En conclusión, las variantes propuestas y el uso de Cytonote demuestran 

ser ensayos simples, económicos y fiables que pueden ser usados en forma 



 

 

extensiva para el diagnóstico de la tuberculosis. El uso de la placa UKMYC6 

permite determinar la susceptibilidad a una amplia gama de fármacos en una sola 

plataforma asegurando un adecuado tratamiento para los casos resistentes. 

 

PALABRAS CLAVE: Métodos de diagnóstico, baciloscopia, cultivo, pruebas de 

susceptibilidad, tuberculosis  



 

 

ABSTRACT 

 

Tuberculosis remains a challenging disease in the world. Detection of cases and 

drug resistance is vital. Conventional smear microscopy demonstrates low 

sensitivity and sensitivity testing is slow. Current diagnostic tools require 

sophisticated equipment and expensive supplies. With the aim of improving current 

diagnosis, this doctoral research: 1) Reports two variants of smear microscopy 

using Ziehl-Neelsen and Auramine fluorescence staining and the concentration of 

mycobacteria in sputum by positive and negative pressure filtration; 2) Evaluates 

the performance of the broth microdilution method as a susceptibility test in drug-

resistant tuberculosis strains using the UKMYC6 plate and 3) Evaluates the 

performance of Cytonote lensless microscopy to recognize and diagnose 

tuberculosis in  MODS cultures. The sensitivity of the microbiological variants, 

pellet and diluted pellet was 7.1% and 2% higher in ZN and AF respectively, 

compared to the direct smear. The proposed variants and positive pressure filtration 

improved the performance of the standard direct smear. The UKMYC6 plate 

allowed the determination of the minimum inhibitory concentration for 13 drugs in 

resistant strains and shows good diagnostic results for rifampicin, isoniazid, 

ethambutol, ethionamide, kanamycin and levofloxacin. Images obtained with 

Cytonote showed sensitivities of 86.7%/97.4% for pure strain cultures and 

70.3%/86.6% for sputum cultures compared to the MODS method. In conclusion, 

the proposed variants and the use of Cytonote prove to be simple, cheap and reliable 

assays that can be used extensively for the diagnosis of tuberculosis. The use of the 



 

 

UKMYC6 plate allows the determination of susceptibility to a wide range of drugs 

in a single platform, ensuring adequate treatment for resistant cases. 

 

KEY WORDS: Diagnostic methods, smear microscopy, culture, susceptibility 

tests, tuberculosis 
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I. INTRODUCCIÓN 

I.1. Introducción 

La tuberculosis (TB) es considerada la enfermedad infectocontagiosa que 

más muertes ha causado desde los inicios de la humanidad. Se plantea que 

Mycobacterium tuberculosis (MTB) el agente causal de esta enfermedad, se originó 

en el Neolítico hace más de 150 millones de años [1]. Su presencia se ha reportado 

en momias egipcias e incas y desde esas épocas se presume que acompaña al 

hombre, sin embargo, no fue hasta 1750, durante la Revolución Industrial, la que 

contribuyó a su mayor transmisión a causa de las malas condiciones existentes, 

particularmente al hacinamiento, desnutrición y falta de saneamiento. Su alta 

infectividad acompañado de un tratamiento largo y con posibilidad de resistencia a 

los fármacos, hace que se mantenga presente como una enfermedad desafiante en 

el mundo [1, 2]. 

 Mayormente la TB afecta los pulmones y se propaga en el aire cuando las 

personas afectadas expulsan las bacterias principalmente al toser o estornudar. Por 

lo general, los síntomas de la persona afectada son tos fuerte (por más de 2 

semanas), debilidad, pérdida de peso, escalofríos y fiebre La mayoría de personas 

son capaces de contenerla (estado latente), sin embargo, una pequeña proporción 

de personas infectadas (5-10%) van a desarrollar la enfermedad.  

En la actualidad, a pesar de los esfuerzos para su control, la TB sigue 

presente como un importante problema de salud pública. En el año 2021, según 

datos reportados por la Organización Mundial de la Salud (OMS), un tercio de la 

población mundial estaba infectada con TB. De ellos, 10,6 millones de personas 

enfermaron y 1,6 millones murieron. Estos datos han permitido que la TB sea 
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considerada la segunda causa de muerte por algún agente infeccioso después del 

COVID-19 [3]. 

El aumento considerable de casos se atribuye a diversas causas, 

principalmente al aumento progresivo de la resistencia a los fármacos, que 

potencian la enfermedad originando retrasos en el diagnóstico y falta de adherencia 

al tratamiento. Los pacientes con TB farmacorresistente (TB-DR) a diferencia de 

los que tienen TB sensible, son pacientes más difíciles de tratar, requieren de un 

mayor tiempo de tratamiento y presentan una recuperación solo del 60% [4]. Esto 

es debido a que varios de los fármacos usados en ellos están poco caracterizados, 

no son tan eficaces, producen efectos adversos y presentan un costo elevado. El 

panorama en este caso no es alentador, se reporta que el número de casos de TB-

DR tratados se redujo en un 15% de 177 100 en el 2019 a 150 359 en el 2020 

acompañado de un éxito reducido al tratamiento de solo el 59% de casos. Por otro 

lado, el incremento de pacientes con el virus de la inmunodeficiencia humana 

(VIH), potencian el riesgo de contraer la enfermedad y morir. Según datos 

reportados por la OMS en el 2020, este grupo representa el 8% de los casos totales 

de TB, de ellos 214 000 fallecieron [5]. Es, por tanto, que la aparición de las formas 

resistentes a los fármacos y la confección con el VIH funcionan como los 

principales impedimentos para su control y erradicación. 

Frente a ello, el diagnóstico temprano y el tratamiento oportuno de la 

enfermedad deberían ser los pilares más importantes para reducir y controlar la alta 

carga de la TB y la TB-DR. Sin embargo, los esfuerzos realizados se han visto 

gravemente limitados especialmente por pruebas de diagnóstico imperfectas, que 

mayormente son poco sensibles y lentas. En las últimas décadas, se han 
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desarrollado nuevas herramientas de diagnóstico microbiológicas y moleculares, 

para la detección de casos y de resistencia a los fármacos. Sin embargo, la mayoría 

son de uso limitado dado su costo elevado para su implementación especialmente 

en los puntos de atención de los países de bajos recursos donde se reportan las 

cargas más altas de TB. En ese sentido, son necesarias nuevas herramientas y 

métodos para el diagnóstico de esta enfermedad.  

 

I.2. Antecedentes 

I.2.1. Biología de Mycobacterium tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosis fue descubierto por Robert Koch en 1882. 

Pertenece al orden de los Actinomicetales, familia Mycobacterriaeceae, género 

Mycobacterium, especie tuberculosis. El género Mycobacterium agrupa a más de 

120 especies, la mayoría son ambientales y no patógenas y se les denomina como 

micobacterias no tuberculosas (MNT); En el caso de MTB, está integrado dentro 

del complejo M. tuberculosis con otras 5 especies: M. bovis, M. africanum, M. 

caprae, M. microti y M. canetti. Fenotípicamente no se diferencian entre ellas sin 

embargo M. tuberculosis es la más frecuente de aislar en más del 95% de los casos. 

Es un patógeno intracelular obligado cuyo hospedero frecuente es el hombre, 

desencadenando en ellos respuesta de inmunidad celular. Las micobacterias son 

bacilos Gram positivos, aerobios que adoptan forma de bastoncillo de extremos 

redondeados, no móviles ni esporulados de 0,2-0,6 x 1x10 µm de tamaño. Se 

dividen lentamente, cada 18-20 horas, en comparación a los 20 minutos de la 

mayoría de bacterias y se inactiva con radiación ultravioleta y/o temperaturas por 

encima de 60°C [6]. Su gruesa pared celular es compleja, hidrofóbica y rica en 
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lípidos (60%), está compuesta por tres macromoléculas unidas covalentemente 

entre sí (peptidoglicano, arabinogalactano y ácidos micólicos) y un 

lipopolisacárido, lipoarabinomanano (LAM), que se cree que está anclado a la 

membrana plasmática con una capa característica de ácidos micólicos que le 

confiere una fortaleza contra el ambiente bactericida en los macrófagos, barrera 

contra los fármacos, fuente de virulencia, así como resistencia a las decoloraciones 

acidas [7]; de ahí el calificativo de bacilos alcohol acido resistente (BAAR) (Figura 

1). Se les puede detectar en los extendidos de las muestras de esputos solos o 

agrupados. 

 

 

Figura 1. Estructura de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. 

Tomado de: Martynov et al., (2016) [8]. 

I.2.2. Fisiología 

El mecanismo de trasmisión más importante para el contagio de la TB es la 

vía aérea. La persona enferma al toser, estornudar, hablar o cantar, elimina pequeñas 

gotas en forma de aerosoles siendo las gotas de 1-5 µm cargadas de micobacterias, 

las que pueden quedar suspendidas en el aire de minutos a horas y por vía aérea son 
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capaces de infectar a otras personas depositándose en sus alveolos pulmonares [7, 

8]. Después de ingresar MTB al organismo puede darse 2 diferentes situaciones: 

(1) En la mayoría de casos (90-95%) se da la contención de la infección donde los 

pocos bacilos que llegan a los alveolos son fagocitados por los macrófagos [7, 8]  o 

(2) se produce la enfermedad en el 10 % de los infectados [7-9], de ellos, la mitad 

se da en forma temprana, a los pocos meses de la infección, mientras que el otro 

5% en un tiempo mayor, en ocasiones hasta décadas para la reactivación endógena 

de las lesiones aparentemente curadas que contienen a las micobacterias (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Fases de Infección por Mycobacterium tuberculosis. Tomado de: Rook 

et al., (2005) [9]. 

 

Cuando las bacterias resisten la destrucción por parte de los macrófagos 

alveolares, pueden multiplicarse dentro de los macrófagos y destruirlos para 

liberarse al medio extracelular donde se expanden a los ganglios linfáticos, ingresan 

a la circulación y vuelven a diseminarse a los pulmones, afectando así 

potencialmente cualquier órgano del cuerpo del paciente [7-9]. 
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Figura 3. Fisiopatología de Mycobacterium tuberculosis. Tomado de: Koch y 

Mizrahi (2018) [10].  

I.2.3. Epidemiología 

La TB se presenta como la enfermedad infecciosa que produce la mayor 

mortalidad en el mundo superada solo por el COVID-19. El panorama actual es 

desolador y se acentúa más tras la pandemia del COVID que ha revertido el 

progreso de los programas de control, así como la capacidad de detección de 

casos en muchos países [5]. Según el reporte del 2020 de la OMS, la mayoría de 

las personas que desarrollaron TB eran hombres adultos. El 43% de los casos 

nuevos se produjo en el Asia Sudoriental, seguida de África con el 25% y 18% 

en el Pacífico Occidental. El 90% de los nuevos casos de TB ocurrieron en 30 

países siendo 8 de ellos los que representan los dos tercios de los nuevos casos 

de TB: India, China, Indonesia, Filipinas, Pakistán, Nigeria, Bangladesh y 

Sudáfrica. El impacto más notorio reportado, es la gran caída del número de 

personas recién diagnosticadas la cual disminuyó en un 18%, de 7,1 millones en 

el 2019 a 5,8 millones en el 2020. En el caso de la TB resistente, se 
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diagnosticaron a unas 465 000 personas de las cuales solo una de cada tres tuvo 

acceso al tratamiento [5]. Las tasas de incidencia difieren en todo el mundo, 

como puede observarse en la figura 4.  

 

Figura 4. Tasas estimadas de incidencia de TB en el 2020. Tomado de OMS 

(2021)[5]. 

 

I.2.3.1. Situación mundial de la tuberculosis farmacorresistente (TB-DR) 

La TB farmacorresistente (TB-DR) es considerada la forma más compleja  

para tratar la enfermedad a diferencia de la TB susceptible, representa un problema 

grave y amenazante para la salud mundial dado que conlleva a un mayor número 

de casos y muertes [5]. Desde el 2021, en respuesta a opciones de tratamiento más 

eficaces para los casos con resistencia, un grupo de expertos de la OMS actualizó 

la clasificación de  la TB-DR en 5 categorías: TB resistente a la isoniazida, TB 

resistente a la rifampicina (TB-RR), TB multidrogorresistente (TB-MDR), que es 

definida como la TB resistente tanto a la isoniazida (INH) y la rifampicina (RIF), 

la TB pre extremadamente resistente (TB-pre-XDR) que es la TB-MDR/RR con 

resistencia adicional a una fluoroquinolona sea levofloxacina o moxifloxacina. 

Finalmente, la TB extremadamente resistente (TB-XDR) que es la TB más difícil 
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de curar y que se define como una TB-pre-XDR con resistencia adicional a otro 

fármaco del grupo A (bedaquilina o linezolid) [11]. La OMS espera que estas 

nuevas definiciones también conduzcan a una mejor notificación, vigilancia y 

seguimiento de todos los casos resistentes. En 2020, El número total de personas 

detectadas con TB-DR disminuyó un 22% entre 2019 y 2020, con 157 903 nuevos 

casos (132 222 casos de TB-MDR y TB-RR y 25 681 casos de TB pre-XDR o 

XDR)  [12].   

 

I.2.3.2. Situación mundial de la TB multidrogorresistente (TB-MDR) y TB 

resistente a la rifampicina (TB-RR) 

A nivel mundial, se estima que el 3.6% (IC 95 %: 2,7–4,4 %) de personas 

con TB padecen de TB-MDR o TB-RR (TB-MDR/RR) entre los casos nuevos 

siendo mayor aun entre los casos previamente tratados con un 18 % (IC 95 %: 11–

26%) [3]. Entre el año 2015 y el 2020 el número de casos se mantuvo estable, pero 

se incrementó en el 2021. Se estima que hubo 450 000 casos reportados (IC 95 %: 

399 000–501 000) un 3,1 % más que los 437 000 (IC 95 %: 390 000–483 000) en 

el 2020. El incremento de casos se explica por el aumento de la incidencia general 

de TB entre 2020 y 2021 causado por el impacto de la pandemia del COVID-19 

[3]. 

Con respecto al tratamiento, 2 de cada 3 personas que padecen TB MDR/RR 

no reciben tratamiento adecuado, En el 2021 hubo una reducción del 15% de las 

personas que recibieron tratamiento (177 100 y 150 359 en el 2019 y 2020 

respectivamente) [12]. La tasa de éxito al tratamiento fue solo del 59% y 180 000 

casos, que representa el 11% fallecieron [13]. Todo ello debido al aumento 
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considerable de casos resistentes, así como la poca disponibilidad de 

medicamentos, a las brechas socio económicas y de igual forma al impacto del 

COVID-19 que imposibilitó el acceso a los servicios de salud [12].  

Tres países representan el 42% de los casos globales en el 2021: India 

(26%), la Federación Rusa (8,5%) y Pakistán (7,9%). Las proporciones más altas 

(>50% de los casos previamente tratados con TB-MDR/RR) son encontrados en la 

Federación Rusa y en varios países en Europa del Este y Asia Central. En 105 

países, el 20 % de las personas con este tipo de resistencia, también presentan 

resistencia a las fluoroquinolonas [11].  

La figura 5 muestra la incidencia estimada de TB-MDR/RR en el 2021, para 

países con al menos 1000 casos incidentes, siendo siete los países con la carga más 

alta en términos de número de casos y que representaron dos tercios de los casos de 

TB-RR/MDR a nivel mundial en 2021[3]. 

El factor de riesgo más importante para adquirir la TB-MDR es tener una 

historia de tratamiento previo. Otros factores de riesgo varían según el entorno, pero 

pueden incluir la hospitalización, el encarcelamiento y la infección por el VIH. 

 

Figura 5. Tasas estimadas de incidencia de TB-RR/MDR en el mundo en el año 

2021. Tomado de: OMS (2022)[3]. 
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I.2.3.3. Situación mundial de la TB pre extremadamente resistente (TB-pre-

XDR) y la TB extremadamente resistente (TB-XDR)  

La TB-pre-XDR y la TB-XDR son las formas más agresivas y letales de la 

enfermedad, dado que son resistentes a la mayoría de fármacos utilizados para el 

tratamiento de la TB y por tanto un problema serio para su control y erradicación. 

Se encuentran ampliamente distribuidas y se asocian a una desoladora respuesta al 

tratamiento y alta probabilidad de morir. Los datos disponibles son escasos, sin 

embargo, a fines del 2018 se reportaba que al menos un caso de TB-XDR había 

sido notificado por los 131 países miembros de la OMS. En el 2020, se detectaron 

25 681 casos de pre-TB-XDR o TB-XDR en el mundo [5]. La información 

disponible señala que el 6.2% (RI 95 %: 4,4–8,2 %).de los casos con TB-MDR 

también presentaban TB-XDR, siendo Bielorrusia (29%) y Lituania (25%), los 

países con la proporción más alta de casos. El éxito del tratamiento es muy bajo, 

con solo un 39% [13].  

I.2.3.4. Situación de la tuberculosis en el Perú 

 La historia de la TB en el Perú data desde la época prehispánica y su presencia 

se evidencia gracias a las lesiones tuberculosas óseas en momias de la época y que 

fueron descritas por cronistas en la conquista. El problema siguió durante la época 

republicana y desde ahí se mantiene como una enfermedad endémica [14]. 

 En la década de los años 1980, el Perú fue calificado como un país con 

endemia severa dada sus altas tasas de prevalencia e incidencia con cobertura al 

tratamiento limitado. Dado este panorama, en 1990 con el acceso a recursos 

económicos y capacitaciones al personal de salud, se fortalece el programa de 

control que permitió tratamientos gratuitos, mejorar el diagnóstico, así como 
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impulsar el tratamiento directamente supervisado de corta duración considerado en 

su época como un gran modelo para los países con alta endemia. Como resultado, 

se logró curar al 85% de los casos de TB sensible y reducir la mortalidad 

significativamente. Ello permitió que el Perú fuera removido de la lista de los 23 

países con mayor prevalencia de TB en el mundo. Sin embargo, a mediados de la 

década de los 90 se detectaron también los primeros casos de TB-MDR en el país 

y hasta el 2003, se observó una disminución sostenida mayor al 8% anual de los 

casos. Posterior a esta época, el panorama epidemiológico permanece estacionario 

y desafiante [15]. 

 Actualmente el Perú, se encuentra entre los 30 países con la mayor carga de 

TB-MDR a nivel mundial. De igual forma su posición dentro de la Región de las 

Américas no es alentadora. En el año 2019, se notificaron 39 000 casos que 

representa el 13,4 % de los casos totales del continente y con respecto a los casos 

TB-MDR/RR y TB-XDR ocupa el primer lugar con 1464 y 89 casos 

respectivamente [16,17]. 

 

Figura 6: Número estimado de casos notificados de TB-MDR y TB-XDR del 

2016 al 2021 en el Perú. Tomado de: Ministerio de Salud-Portal de Información 

Peruano (2021)[17]. 
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 Las tasas de morbilidad e incidencia hasta el 2019 han permanecido estables 

en el Perú; sin embargo, disminuyó a partir del 2020 dado el impacto negativo de 

la pandemia COVID-19 donde no hubo acceso a los servicios de salud de TB y los 

datos no reflejan ciertamente los casos nuevos ni cuantos están enfermos 

actualmente [17]. Ver Figura 7. 

 

Figura 7. Tasas de morbilidad e incidencia de tuberculosis en el Perú.     

Tomado de: Ministerio de Salud-Portal de Información peruano (2021)[17].  

Notas: Hasta el 2017 informe operacional manual, 2018 sistema de información 

gerencial de la tuberculosis (SIGTB).  

Abreviaturas: TBPFP=Tuberculosis pulmonar frotis positivo 

 

Los casos de TB están distribuidos en los 24 departamentos del país, sin 

embargo, su capital Lima y la Provincia Constitucional del Callao alberga al 61% 

de los casos de TB, el 78% de los casos de TB-MDR y 83% TB-XDR. 

Adicionalmente, Tacna Ucayali, Madre de Dios, Loreto y Tumbes son los 

departamentos con las más altas cargas de TB. 
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I.3. Métodos de diagnóstico microbiológico 

El diagnóstico de la TB se establece a partir de los signos y síntomas clínicos 

que presenta la persona afectada, sin embargo, su confirmación descansa en la 

microbiología, es decir, la detección de MTB a partir de una muestra biológica. 

[18]. El diagnóstico microbiológico, pese a los esfuerzos para el desarrollo de 

nuevas herramientas diagnósticas, sigue dependiendo del uso de la baciloscopia, el 

cultivo y pruebas de susceptibilidad que permiten detectar y conocer el patrón de 

resistencia de MTB frente a los fármacos. Ningún método consigue captar el 100% 

de afectados, por lo que el 10-15% de casos de TB pulmonar y hasta el 50% en 

algunas formas de TB extrapulmonar no tendrán confirmación microbiológica y se 

apoyarán en la clínica y en la respuesta al tratamiento [19]. Aun así, los ensayos 

microbiológicos son las pruebas de referencia en el diagnóstico de la enfermedad. 

I.3.1. Baciloscopia  

 La baciloscopia es el método de uso universal para el diagnóstico de la TB, 

fue desarrollado hace más de 100 años por Franz Ziehl y Frederick Neelsen y es 

hasta hoy la base del diagnóstico en muchos países dado que es simple, rápido y 

económico en el cual las micobacterias previamente coloreadas son observadas 

directamente de una muestra clínica usando un microscopio.  

La tinción clásica más utilizada es la coloración de Ziehl-Neelsen (ZN) que 

tiñe a las micobacterias de rojo sobre un fondo azul, es considerada la prueba de 

primera elección en el diagnóstico, sin embargo, su limitante es su baja sensibilidad 

(40-50%) ya que se necesita 104 bacilos/mL o más para poder ser detectados, 

asimismo, en pacientes con TB extrapulmonar, coinfectados con el VIH y en 

pediátricos el rendimiento es aún menor [20, 21]. El resultado de la tinción se 
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expresa en una escala semicuantitativa de 0 a 3 cruces, que reflejan la intensidad de 

la carga bacteriana, por tanto, la baciloscopia puede ayudar al diagnóstico, 

determinar la extensión de la enfermedad, al monitoreo del tratamiento, así como 

indicador de contagiosidad del paciente.  

En los últimos años, una alternativa a la baciloscopia convencional con ZN 

es el uso de tinciones fluorescentes como la auramina que permite una detección 

más rápida y lecturas de múltiples muestras. Esta técnica es más sensible (aumenta 

un 10%) que ZN y se justifica su uso en laboratorios con alta carga, sin embargo, 

requiere lectura inmediata dentro de las 24 horas dado que la fluorescencia se 

desvanece en el tiempo [22], además requiere de un observador con mayor 

experiencia y un microscopio de fluorescencia que suele ser costoso. 

Recientemente, se han diseñado microscopios basados en tecnología light-emitting 

diode (LED) que tienen el respaldo de la OMS dado que son más económicos, de 

bajo mantenimiento y que se pueden usar como alternativa frente a la baciloscopia 

convencional [23]. En estudios recientes, se han propuesto alternativas para mejorar 

la sensibilidad de la baciloscopia, sin embargo, se requiere del uso de nuevas 

variantes microbiológicas y/o métodos de concentración que permitan aumentar la 

detención de casos de TB [24]. 

I.3.2. Cultivo 

Ante las limitaciones de la baciloscopia, los métodos de cultivo son 

considerados los métodos de referencia en el diagnóstico de la TB dado que son 

más sensibles y pueden detectar entre 100-1000 bacterias/mL [19]. Antes de 

realizar el cultivo, las muestras deben someterse a un proceso previo conocido como 

descontaminación para eliminar la flora bacteriana acompañante. Este proceso 
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implica someter a las muestras no estériles como el esputo a agentes alcalinos para 

que  lisen las bacterias presentes y queden solo viables las micobacterias, las cuales 

sobreviven gracias a la estructura de su pared bacteriana, aun así, se reporta que 

este proceso no es inocuo a ellas y que dependiendo del tiempo de exposición y 

otros factores el 30% morirá [18, 19]. Este proceso proporciona al cultivo de MTB 

una complejidad específica y además condiciones de seguridad superiores en el 

manejo de muestras a diferencia de la mayoría de otros microorganismos [19]. 

Los medios de cultivo tradicionales para cultivar micobacterias son 

específicos. Los más usados en los países en vías de desarrollo son los medios 

sólidos a base de huevo en su preparación como el Ogawa y el Lowenstein-Jensen 

(LJ). Entre los medios sólidos con agar y sin huevo los más usados son Middlebrook 

7H10 y 7H11. La desventaja común de todos ellos es la lentitud para detectar MTB 

macroscópicamente, pueden tardar hasta 2 meses si provienen de muestras con 

baciloscopia negativa [18, 24]. Dado este inconveniente, en la década de 1990 se 

desarrolló e impulsó el uso de medios de cultivo líquidos a partir de diferentes 

sistemas que han demostrado ser más sensibles y rápidos [25]. El primer sistema 

usado que brindó resultados rápidos de 5-7 días fue el método radiométrico 

BACTEC 460TB (Becton Dickinson, MD, EE.UU.), sin embargo, su desventaja es 

el uso de radiactividad, el medio líquido 12B es marcado con C14 para detectar el 

CO2 producido por el crecimiento bacteriano. Posteriormente se han desarrollado 

métodos más automáticos como el BACTEC MGIT960 (Becton Dickinson, MD, 

EE.UU.), MB BacT (BioMerieux, Francia) y Versa TREK (Termo Fisher, MA, 

EE.UU.) [25]. Todos ellos basados en fluorescencia ya que incorporan en cada tubo 

de cultivo sensores fluorométricos los cuales son sensibles a cambios de la 
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concentración de CO2 producidos por el crecimiento bacteriano y que son 

detectados por las incubadoras de estos sistemas. Pese a sus bondades estos sistemas 

requieren de constante supervisión y costo elevado para su implementación lo cual 

hace ser considerados como métodos de uso limitado. 

Ante ello en los últimos años un grupo multidisciplinario de investigadores 

de la Universidad Peruana Cayetano Heredia desarrollo el método MODS o ensayo 

de susceptibilidad a fármacos por observación microscópica el cual ha demostrado 

ser una herramienta económica, sensible, específica y de reconocida aplicación. 

MODS se encuentra implementado en el Programa Nacional de Control contra la 

TB en el Perú y en el 2010 la OMS recomendó su uso como prueba rápida de 

diagnóstico de la TB-MDR. Este método se basa en el diagnóstico simultáneo de la 

TB y la TB-MDR en placas de 24 pocillos conteniendo muestras de esputo 

descontaminadas y resuspendidas en medio de cultivo líquido Middlebrook 7H9 

[26, 27, 28]. La base del diagnóstico microbiológico se da con la detección del 

crecimiento característico de las colonias de MTB tipo cordón en el medio líquido 

entre los 7-9 días de incubación utilizando un microscopio de luz invertida que suele 

ser costoso y de operadores expertos en la lectura microscópica. Frente a ello, 

nuevos sistemas de lectura alternativo que permitan evitar el uso del microscopio y 

hacer más automática las lecturas se están evaluando para masificar su uso. 

I.3.3. Pruebas de sensibilidad a fármacos (DST) 

Después que MTB se aísla en un cultivo, es crucial realizar en forma 

temprana las pruebas de sensibilidad para determinar el patrón de resistencia de los 

aislados frente a los fármacos que permitan que los pacientes reciban una terapia 

adecuada, este procedimiento puede demorar de 1 a 4 semanas adicionales luego 
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del cultivo y según el medio de cultivo utilizado [24]. El método de referencia 

ampliamente usado en países de escasos recursos por su bajo costo es el método de 

las proporciones descrito por Cannetti y Grosset en 1963 [29]. Fue recomendado 

por la OMS y se emplea como un método indirecto para determinar el patrón de 

resistencia a fármacos, a partir de un cultivo positivo a MTB [14]. Involucra la 

inoculación de MTB en medios sólidos como el LJ o el Middlebrook 7H10 con y 

sin fármacos. Se basa en medir la proporción de bacilos resistentes (≥1%) que 

existen en una cepa de MTB a una concentración de fármacos capaz de inhibir el 

crecimiento de bacilos sensibles, pero no los resistentes [18, 29]. En estas 

condiciones las colonias no pueden ser detectadas hasta 30 o 60 días luego de la 

inoculación. Actualmente se están dejando de usar ya que la dificultad reside en 

preparar adecuadamente los inóculos para calcular adecuadamente la proporción de 

bacterias resistentes y ser además una técnica muy laboriosa [19]. 

Dado este panorama, actualmente se está usando métodos 

semiautomatizados en medios de cultivos líquidos que brindan rápidos resultados 

con el mismo principio del método de las proporciones. Durante dos décadas, el 

método más usado fue el sistema radiométrico BACTEC 460TB, convirtiéndose en 

el método de referencia de las pruebas de susceptibilidad, sin embargo, al involucrar 

el uso de radiactividad dejó de utilizarse [19]. Actualmente los métodos más 

utilizados comerciales son el BACTEC MGIT960, MBBacT y VersaTREK los 

cuales como se ha detallado tienen la ventaja de no usar radiactividad, lo cual los 

hace más seguros. Sin embargo, involucra alto costo y dependen igualmente del uso 

de un cultivo primario para ejecutar los ensayos de susceptibilidad lo cual implica 

una inversión de varias semanas para obtener resultados. 
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Asimismo, existen otras estrategias de ensayos de susceptibilidad 

alternativos colorimétricos que utilizan medios líquidos en microplacas, se basan 

en aprovechar la actividad metabólica de MTB y en la reducción de un indicador 

que se agrega al medio de cultivo liquido luego que se dispensa una suspensión de 

MTB a la microplaca que contiene fármacos a diversas concentraciones, 

permitiendo medir la concentración mínima inhibitoria (CMI) y detectar la 

resistencia con el cambio de color del indicador. Dentro de estos ensayos tenemos 

la nitrato reductasa, Alamar Blue, MTT y resazurina [30]. Se ha demostrado que 

son útiles y de buen rendimiento al compararlos con los métodos convencionales 

[30]; sin embargo, la limitación común de todos, es ser laboriosos, de alto costo y 

sin ningún respaldo regulatorio. Actualmente las placas de microtitulación en caldo 

en formato seco, ofrecen evaluar un alto rango de concentraciones y una gran 

cantidad de fármacos incluidos los recientemente recomendados para el tratamiento 

de la TB-MDR. Los primeros estudios reportan una buena concordancia categórica 

(92-100%) al compararse con el método de las proporciones [30, 31] y la OMS 

actualmente está evaluando la viabilidad para su uso. 

I.3.4. Pruebas moleculares 

Dadas las limitaciones de la baciloscopia y cultivo, en los últimos 25 años 

se desarrollaron estrategias genotípicas a partir del conocimiento de las bases 

moleculares de MTB que permitan su detección. La diana genética más estudiada 

por las pruebas caseras de amplificación de ácidos nucleicos es la secuencia de 

inserción IS6110 generalmente usando la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), técnica que se utilizó ampliamente en algunos lugares dada sus expectativas 

generadas como herramienta rápida de diagnóstico 2-3 días. En la práctica los 
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resultados demostraron ser inconsistentes y variables, además, no se ha establecido 

su real costo/efectividad para su implementación [19]. Estas técnicas implican un 

paso previo que es la extracción de ADN que suele ser difícil dada la complejidad 

de la pared de bacteriana de MTB y que puede inhibir la amplificación. En la 

práctica, difícilmente se consigue amplificar muestras con menos de 3 000 - 5 000 

bacterias/mL. Esta sensibilidad las coloca en una posición intermedia entre la 

microscopia y el cultivo además que requieren instalaciones adecuadas, equipos 

costosos y experiencia por parte del operador [19]. 

En vista de los inconvenientes de las pruebas moleculares caseras se han 

desarrollado herramientas genéticas comerciales que están permitiendo la detección 

y conocimiento rápido de resistencia a los fármacos antituberculosos. Algunas se 

basan en la amplificación de ácidos nucleicos por PCR y otros en ensayos de 

hibridación con sondas de ADN. 

 Actualmente, la OMS recomienda el uso de pruebas moleculares como 

prueba diagnóstica inicial en un paciente sospechoso de TB [3, 32]. Entre ellas se 

incluye: ensayos Xpert MTB/RIF y Xpert MTB/RIF Ultra (Cepheid, Sunnyvale, 

EE. UU.); prueba de amplificación isotérmica mediada por bucle (TB-LAMP; 

Eiken Chemical, Tokio, Japón); Pruebas Truenat MTB, MTB Plus y MTB RIF Dx 

(Molbio Diagnostics, Goa, India) y ensayo de lipoarabinomanano en orina de flujo 

lateral (LF-LAM; Alere Determine TB LAM Ag, Abbott, San Diego, EE. UU.) [32, 

33].  

 Desde el 2010, la OMS recomienda el uso del método Xpert (MTB/RIF o 

MTB/RIF Ultra) [32, 34]. Estos métodos se basan en la detección y amplificación 

del ADN de MTB, así como mutaciones asociadas con la resistencia a RIF a lo 
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largo del gen rpoB. El ensayo se da en un solo paso con el uso de un cartucho donde 

ocurre el proceso de la muestra y la reacción de PCR en tiempo real dentro de las 2 

horas [34]. Se reporta que su rendimiento es comparable con los ensayos Truenat 

MTB, MTB Plus y MTB-RIF Dx para la detección de TB [32]. Sin embargo, tienen 

reducida sensibilidad en ciertas poblaciones, como niños y pacientes VIH [33], una 

desventaja adicional es la alta tasa de monorresistencia a la INH en muchos 

entornos los cuales no son detectados por la metodología. Además, la plataforma y 

cartuchos son costosos y requieren instalaciones de laboratorio con acceso continuo 

a la energía eléctrica. 

Otro método molecular in vitro avalado por la OMS y que ofrece resultados 

en menos de 6 horas es el ensayo de sonda lineal Genotype MTBDR plus y 

Genotype MTBDR sl (Hain LifeScience GmbH, Nehren, Alemania) ambos utilizan 

una técnica de PCR e hibridación reversa para identificar MTB y simultáneamente 

su patrón de farmacorresistencia. El Genotype MTBDR plus permite detectar MTB 

y mutaciones en los genes rpoB de la RIF y en el gen katG de la INH, además puede 

detectar la presencia de genes promotores de inhA que confieren resistencia a dosis 

bajas de INH [35]. El ensayo Genotype MTBDR sl 2.0 puede detectar mutaciones 

que confieren resistencia a las fluoroquinolonas (gyrA y gyrB) y fármacos 

inyectables de segunda línea como la kanamicina, amikacina y capreomicina (rrs y 

eis) [36]. Sin embargo, a pesar de ser pruebas rápidas y recomendadas para su uso, 

presentan limitaciones, el desconocimiento de todas las mutaciones clínicamente 

relevantes para la determinación correcta de resistencia incluido el requerimiento 

de equipos especiales, entrenamiento continuo y un alto costo de los insumos 

requeridos hacen que no estén al alcance de la mayoría de los laboratorios de los 
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países con alta incidencia y que tienen la mayor proporción de resistencia a las 

drogas [12].  

Dado lo descrito, es prioritario identificar nuevas técnicas y herramientas 

para facilitar el diagnóstico de la TB y controlar su propagación. 
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II. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN Y JUSTIFICACION 

II.1. Planteamiento 

La TB es considerada la segunda enfermedad infectocontagiosa que más 

muertes causa en el mundo. El diagnóstico microbiológico temprano y la pronta 

detección de la resistencia a los fármacos utilizando la baciloscopia, el cultivo y las 

pruebas de susceptibilidad a los fármacos deberían ser las herramientas claves para 

detener la carga global; sin embargo, las pruebas microbiológicas actuales 

presentan deficiencias como la baja sensibilidad de la baciloscopia y la lentitud en 

la obtención de los resultados de los cultivos y de las pruebas de sensibilidad. 

Sumado a ello la falta de recursos en los países donde se concentra la mayor 

cantidad de casos y la eficiencia del operador en los procesos microbiológicos, todo 

ello, acentúa aún más la problemática diagnóstica. En los últimos años, se están 

evaluando nuevas herramientas diagnósticas que deberían tener mejores 

sensibilidades, ser rápidas, económicas y de fácil uso. Dichas técnicas deberían 

facilitar el diagnóstico de la TB y evitar su propagación sin necesidad de equipos 

costosos ni complejos procedimientos. 

Dada las limitaciones ya descritas relacionadas a los métodos de diagnóstico 

microbiológico para el control de la TB, en esta investigación doctoral se ha 

planteado tres temas de investigación (figura 8):  

(1) En el artículo 1 se describe la evaluación de dos variantes microbiológicas de la 

baciloscopía con la finalidad de aumentar la sensibilidad para la detección de 

casos de TB en muestras de esputo coloreadas con ZN y AF comparada con la 

baciloscopia directa tanto para la detección microscópica como del análisis de 

imágenes digitales. Las dos variantes microbiológicas consistieron en 
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descontaminar las muestras, luego fueron concentradas (pellet) y diluidas (pellet 

diluido) con la finalidad de concentrar las micobacterias y diluir los detritus. 

Asimismo, se evaluaron dos sistemas de concentración de muestras de esputo 

mediante dos métodos de filtración a presión positiva y negativa para optimizar 

el diagnóstico microscópico y por imágenes de la TB.  

 

 

Figura 8. Diagrama de flujo de los tres estudios planteados en la tesis doctoral 

 

(2) En el artículo 2 se describe el uso del método de susceptibilidad de microdilución 

en caldo usando la placa UKMYC6 (desarrollada como parte del proyecto global 

CRyPTIC) en un conjunto representativo a nivel nacional de aislados resistentes 

de MTB en el Perú. Este método permite determinar en una sola plataforma la 

distribución de la concentración mínima inhibitoria (CMI) en forma simultánea 

a 13 fármacos anti TB incluyendo fármacos nuevos y otros repropuestos de 
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segunda línea propuestos recientemente por la OMS. Asimismo, permitió 

evaluar el perfil integral de resistencia en comparación con el método de las 

proporciones en agar 7H10.    

(3) En el artículo 3 próximo a publicar, se describe por primera vez el uso de la 

microscopía sin lentes Cytonote para detectar TB y TB-MDR en los cultivos 

MODS. El estudio evalúa la utilidad del sistema de la microscopia sin lentes para 

generar imágenes y estudiar la morfología de las colonias de MTB tipo cordón 

de los cultivos MODS, así como evaluar las imágenes obtenidas por Cytonote 

en un monitor de computadora con el objetivo de diagnosticar como positivo o 

negativo los cultivos MODS obtenidos de cepas (cultivos puros) y muestras de 

esputo.   

II.2. Justificación  

En la actualidad, los progresos para el control de la TB se ven afectados 

considerablemente por un diagnóstico no efectivo de los casos y por la propagación 

extendida de cepas resistentes a los fármacos que impide tratar a la persona afectada 

oportunamente lo cual conlleva a la progresión de la enfermedad, al contagio a otras 

personas y a la transmisión del bacilo resistente en la población. 

El diagnóstico actual de la TB en la mayoría de países con alta incidencia, 

se basa principalmente en la microbiología, utilizando métodos convencionales 

como: 1) La baciloscopia usando la coloración Ziehl Neelsen, herramienta base, de 

uso universal dado su bajo costo y simplicidad que permite la detección 

microscópica de la bacteria, brindando una primera orientación sobre la presencia 

de la enfermedad activa. 2) El cultivo utilizando medios sólidos, es la prueba Gold 

estándar que permite obtener el aislado clínico para posteriormente ser usados para 
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realizar pruebas de susceptibilidad a los fármacos. En estas condiciones, estos 

métodos convencionales han demostrado ser imperfectos para el control eficaz de 

la enfermedad dado a que la baciloscopia es poco sensible y el cultivo junto con las 

pruebas para evaluar resistencia a los fármacos son inefectivos debido a la espera 

prolongada para conocer los resultados.  

Dado este panorama, a lo largo de los años se ha trabajado en el desarrollo 

de nuevas alternativas microbiológicas para mejorar la detección del bacilo de la 

TB en las muestras de esputo, así como herramientas eficaces que permitan en 

forma oportuna conocer el patrón de farmacorresistencia para un tratamiento 

correcto y evitar la transmisión.  

En ese sentido, con el objetivo de mejorar la sensibilidad de la baciloscopia 

e intentar automatizarla, en el artículo 1 del presente trabajo, se trata de evaluar dos 

modificaciones de la baciloscopía convencional. El primero de ellos, es la 

evaluación de dos variantes microbiológicas que permitan optimizar el diagnóstico 

microscópico y por imágenes de la TB a través de la concentración y dilución del 

concentrado de las muestras que permita captar las micobacterias y reducir el 

detritus, definido como el material sólido del esputo que pueda perturbar el 

reconocimiento de los bacilos en las láminas e imágenes. Los reportes publicados, 

señalan que el añadido de pasos previos a la baciloscopia que incluyen la 

centrifugación y el tratamiento del esputo con productos químicos alcalinos como 

el NaOH y la lejía para licuar, aclarar y concentrar las muestras de esputo revelan 

una mejor detección de bacilos. Sin embargo, estos estudios comparan los diversos 

métodos alternativos a un nivel categórico y son poco precisos para evaluar el efecto 

de la carga de bacilos. No consideran, además, el nivel de detritus que podría influir 
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en la interpretación de los resultados y en la calidad de las imágenes para el 

desarrollo de algoritmos de reconocimiento bacilar que permitan la automatización 

futura de las lecturas. La segunda variante, presenta el desarrollo y evaluación de 

dos prototipos alternativos de concentración automática por filtración de muestras 

de esputo usando presión negativa y positiva para concentrar y detectar cantidades 

mínimas de micobacterias. En evaluaciones previas, se han desarrollado métodos 

alternativos de concentración utilizando filtros que reportan aumentar la 

sensibilidad. Evaluaciones posteriores utilizando presión negativa utilizando 

diversos sistemas de recolección mostraron aumento significativo de la sensibilidad 

frente al método directo. Nuestro trabajo evaluó en paralelo dos equipos prototipos 

bajo las mismas condiciones de volumen de muestra, tiempo y volumen filtrado 

independiente de otras variantes dado su potencial uso como métodos alternativo 

no complejo para entornos de bajos recursos y con alta carga de TB. 

Otro aspecto muy importante, es el aumento considerable de casos de TB-

DR a nivel mundial, para ello, se requiere de información oportuna del patrón de 

resistencia frente a los fármacos para tratamiento mejorados e individualizados y 

así mejorar la tasa de éxito. Los métodos convencionales son lentos, laboriosos, 

poco estandarizados y evalúan solo un limitado número de fármacos. En el tiempo, 

se han desarrollado diversos ensayos fenotípicos y moleculares mediante el uso de 

plataformas automatizadas comerciales que brindan rápidos resultados; sin 

embargo, son de uso reducido dado su alto costo y no fácil aplicación en entornos 

de pocos recursos. Además, los métodos moleculares no se adaptan en todos los 

entornos dada la variabilidad de mutaciones existentes y no detectan todas las 

mutaciones que confieren resistencia.  
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Bajo este panorama, en el artículo 2 se describe la evaluación de una 

novedosa herramienta rápida recientemente validada que permite determinar en una 

sola plataforma y en simultaneo la CMI de 13 fármacos anti-TB de primera y 

segunda línea en un grupo representativo de cepas resistentes del Perú utilizando la 

placa de microtitulación en caldo UKMYC6. Esta es una placa de 96 pocillos que 

permite evaluar una gran variedad de fármacos a diferentes concentraciones de un 

solo aislado clínico con control de calidad sin la necesidad de preparar soluciones 

de fármacos y así limitar errores y variabilidad entre laboratorios. La presentación 

liofilizada de los fármacos facilita su transporte y almacenaje. En ese sentido, la 

placa UKMYC6 es una variante de la placa comercial Sensititre MYCOTB 

(Thermo Fisher Scientific Inc., EEUU) cuya performance en diversos estudios ha 

brindado buenos resultados, sin embargo el Consorcio CRyPTIC (Predicción 

Integral de la Resistencia a la Tuberculosis: un Consorcio Internacional) dentro de 

sus objetivos de identificar nuevos genes asociados a la resistencia, diseñó y validó 

la placa UKMYC5 que logró la incorporación de fármacos nuevos como la 

bedaquilina y delamanid y repropuestos como clofazimina y linezolid. Durante su 

evaluación se eliminó el fármaco acido –para-aminosalicílico y se optimizó el rango 

de concentración de los fármacos restantes dando lugar a la placa UKMYC6 que 

brinda valores de CMI cuantitativos y por lo tanto una comprensión de mayor 

resolución de la resistencia a los fármacos, lo cual facilitaría un tratamiento 

mejorado e individualizado para cada paciente. Nuestro trabajo describe el perfil 

integral de resistencia a partir de la CMI de una muestra epidemiológicamente 

representativa a nivel nacional de cepas de MTB resistentes en el Perú. 

Adicionalmente revela un análisis comparativo de esta metodología con el método 
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de las proporciones en agar 7H10. Esta herramienta se plantea como una buena 

alternativa microbiológica para un tratamiento individualizado y optimizado dado 

que brinda información cuantitativa sobre el grado de resistencia permitiendo la 

elección y dosis de los fármacos que son necesarios para el tratamiento del paciente 

afectado de TB. 

La detección de la TB-MDR, es fundamental para reducir la propagación de 

este tipo de resistencia en la población, frente a ellos diversas herramientas 

especialmente comerciales se han diseñado sin embargo a sobresalido el uso del 

método MODS o ensayo de susceptibilidad a fármacos por observación 

microscópica, que ha probado ser una herramienta no comercial, robusta, sensible, 

específica y de amplio uso para el diagnóstico simultáneo de la TB y la TB-MDR a 

partir de una muestra de esputo. La observación de las colonias características en el 

medio de cultivo liquido utilizando un microscopio invertido es la base del 

diagnóstico microbiológico. A pesar de las ventajas y de su reconocido uso hay 

retos que deben afrontarse para expandir su aplicación. MODS requiere de un 

microscopio invertido, que suele ser costoso y de personal capacitado y dedicado al 

reconocimiento característico de MTB en el medio líquido. Dado ello, el tercer 

trabajo describe la evaluación de la plataforma de microscopía sin lente Cytonote 

que captura imágenes en tiempo real en un gran campo de visión de 29,4 mm2 sin 

la necesidad de ajustar manualmente el enfoque o brillo como alternativa al uso del 

microscopio invertido convencional para el reconocimiento de los cordones 

característicos de los cultivos MODS y su desempeño en el diagnóstico de la TB a 

partir de la captura de imágenes digitales en cepas (cultivos puros) y muestras de 
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esputo. Esta plataforma contribuirá a los esfuerzos para facilitar el uso de MODS y 

alcanzar un diagnóstico rápido de la TB en poblaciones de alta incidencia. 

II.3. Pregunta de investigación 

¿Los métodos de diagnóstico propuestos en este estudio: Variantes de la 

baciloscopía, microdilución en caldo usando la placa UKMYC6 y la microscopía 

sin lentes (Cytonote), facilitan el diagnóstico de la TB y la TB-DR?   
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III. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS 

Objetivo General 

 Evaluar nuevas técnicas y herramientas para facilitar el diagnóstico de TB.  

Objetivos Específicos 

1. Evaluar el uso de dos variantes microbiológicas y de dos métodos de 

concentración por filtración de micobacterias para mejorar el diagnóstico 

microscópico y por imágenes de la TB en comparación con la baciloscopia 

directa. (Estudio 1 – Anexo 1). 

 

2. Evaluar el desempeño y el perfil integral de resistencia del método de 

microdilución en caldo utilizando la placa UKMYC6 para determinar la 

CMI y mejorar el estudio de susceptibilidad a fármacos en cepas resistentes 

de MTB del Perú en comparación con el método de las proporciones en agar 

7H10 (Estudio 2 - Anexo 2). 

 

3. Evaluar el uso de la Microscopia sin lentes Cytonote para el reconocimiento 

a partir de imágenes digitales de los cordones característicos de los cultivos 

MODS y facilitar el diagnostico microscópico para el diagnóstico de TB 

tanto en cepas y muestras de esputo en comparación de la microscopia 

invertida convencional. (Estudio 3 – Anexo 3). 
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IV. METODOLOGÍA  

IV.1. Metodología - Artículo 1 

Evaluación de variantes microbiológicas del procesamiento del esputo y de la 

concentración de micobacterias para optimizar el diagnóstico microscópico y 

por imagen de la tuberculosis 

 En este estudio se analizaron en total 214 muestras de esputo de pacientes 

con tuberculosis activa cuya distribución se muestra en la Figura 9.  

 

Figura 9. Diagrama de flujo de los procedimientos para evaluar las variantes 

microbiológicas y los sistemas de filtración de las muestras de esputo 

Modificado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

 

En la primera parte del estudio estimamos y comparamos la sensibilidad y 

el nivel de detritus presentes en el frotis de las dos variantes microbiológicas de 
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procesamiento del esputo frente al frotis directo, utilizando la tinción ZN y AF en 

98 muestras. Las variantes microbiológicas incluyeron la descontaminación de las 

muestras mediante el método estándar de NaOH-Citrato de sodio-N-acetil-L-

cisteína (NALC). En la variante pellet, el sedimento fue resuspendido en 0,5 mL 

del tampón fosfato; mientras que en la variante pellet-diluido, el sedimento fue 

resuspendido en 2 mL de medio de cultivo 7H9-OADC-PANTA. El volumen 

restante se utilizó para la detección de MTB mediante el ensayo de susceptibilidad 

a fármacos por observación microscópica (MODS). Las imágenes digitales de los 

frotis (4-5 imágenes por portaobjetos) fueron capturados en 40 muestras, utilizando 

una cámara digital Mini VID USB 5Mp (LW Scientific) acoplada al ocular de un 

microscopio Primo star Carl Zeiss.  

El nivel de detritus observado fue categorizado como escaso, medio y 

abundante (Figura 10). 

 

Figura 10. Imágenes microscópicas representativas de los detritus según el 

proceso de variante microbiológica. ZN: Frotis directo (medio) (a), pellet (medio) 

(b) y pellet diluido (escaso) (c). AF: Frotis directo (escaso) (d), pellet (escaso) (e) y 
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pellet diluido (escaso) (f). Las imágenes se tomaron con un aumento de 1000x para 

ZN y 400x para AF. Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

 

 La carga bacilar en los frotis se estimó como el número total de bacilos en 

muestras previamente categorizadas como paucibacilar y 1+. En ZN, la lectura se 

realizó en 100 campos microscópicos a 1000x de aumento total y en AF, en 40 

campos microscópicos a 400x de aumento total. Cada imagen fue examinada 

manualmente por el mismo técnico y se contó el número total de bacilos. 

La carga de bacilos se midió por observación microscópica y el análisis de 

las imágenes digitales en 31 y 40 muestras respectivamente. 

 En la segunda parte del estudio evaluamos dos prototipos de filtración por 

presión positiva (Figura 11) y negativa (Figura 12) de esputo para mejorar el 

cribado microscópico para la concentración de bacilos, en 76 muestras. Las 

comparaciones entre la filtración de esputo y el frotis directo estándar, incluyeron 

la carga de bacilos, el nivel de detritus observado, el volumen filtrado, el tiempo de 

filtración y el nivel de fondo. 

Las muestras esputo fueron tratadas con NALC y lejía al 7% antes de ser 

filtradas para disolver el esputo y prefiltradas. La membrana conteniendo la muestra 

de esputo filtrada fue teñida con AF y observada en el microscopio fluorescente 

(Primo star Carl Zeiss con un aumento total de 400x). Se registró el número total 

de bacilos encontrados y los detritus observados en 40 campos microscópicos 

(clasificados como escasos, regulares y altos). Ambos sistemas se evaluaron en 

paralelo y simultáneamente. Se registró el volumen de filtrado en mL 

(aproximadamente 15 mL por sistema) y el tiempo de filtrado en segundos para 
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cada proceso (tiempo máximo por sistema 600 s). 

 

 

Figura 11. Sistema de filtración por presión positiva para la concentración de 

micobacterias. Modificado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

Nota: (a) Esquema del sistema (b) fotografía del sistema completo. 

 

 

 

Figura 12. Sistema de filtración por presión negativa para la concentración de 

micobacterias. Modificado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

Nota: (a) Esquema del sistema (b) fotografía del sistema completo. 
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Análisis estadístico 

 La comparación cuantitativa entre subgrupos se realizó según las pruebas de 

normalidad. Las muestras dependientes se analizaron con las pruebas de Friedman-

Wilcoxon; las muestras independientes con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de 

las pruebas post hoc de Dunn. Para las variables categóricas, se aplicaron las 

pruebas de Chi-cuadrado y exacta de Fisher. 

 

IV.2. Metodología - Artículo 2 

Evaluación de la metodología de microdilución de caldo en placas para 

pruebas de susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis en el Perú. 

La susceptibilidad antimicrobiana fue determinada en 496 cepas de MTB 

resistentes a los fármacos epidemiológicamente representativas de todo el Perú del 

periodo 2015-2018 utilizando el método estándar de las proporciones en agar 7H10 

en placas divididas en cuatro cuadrantes que contenían: rifampicina, isoniazida, 

etambutol, etionamida, kanamicina y levofloxacina (Tabla 1). Brevemente, las 

cepas se subcultivaron en caldo Middlebrook 7H9 y se incubaron durante 7 días a 

37°C. Posteriormente, los cultivos se estandarizaron a una escala de turbidez 

McFarland 0,5 y se diluyeron a 10-2. Luego se inocularon 100 µL de esta suspensión 

a cada uno de los cuadrantes de las placas Petri que contenían fármacos, así como 

al cuadrante de control sin fármacos. Las placas se sellaron en bolsas de plástico y 

se incubaron a 37°C durante 21 días. Los cultivos se clasificaron como resistentes 

cuando el número de colonias desarrolladas en el cuadrante con fármaco era 

superior al 1% del número de colonias observadas en el cuadrante de control; en 

caso contrario, se clasificaron como susceptibles. 
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Tabla 1. Valores de las concentraciones de los fármacos utilizados para la 

comparación entre la metodología APM y BMD UKMYC6. 

 

Fármaco 
APM CC 

(mg/L) 

UKMYC6 

ECOFF/EC

V (mg/L) 

UKMYC6 

Limite 

(mg/L) 

Rangos de 

concentración 

UKMYC6 (mg/L) 

Fármacos utilizados en regímenes de tuberculosis sensible a los medicamentos 

Rifampicina 1.0 0.5 – 0.063-8 

Rifabutina – 0.12 – 0.06-2 

Isoniazida 0.2 0.1 0.2 - 0.4 0.025-12.8 

Fármacos utilizados en regímenes de TB-MDRa  

Grupo A         

Moxifloxacina  – 1.0 –  0.06–4 

Levofloxacina 1.5 1.0 – 0.125–8 

Bedaquilina – 0.25 –  0.008–1 

Linezolid – 1.0 – 0.06–4 

Grupo B         

Clofazimina – 0.25 –  0.03–2 

Grupo C         

Etambutol 5.0 4.0 4.0 0.25–32 

Delamanid – 0.12 – 0.008–0.5 

Amikacina – 1.0 – 0.25–16 

Etionamida 5.0 4.0 4.0 0.25–8 

Adicional         

Kanamicina 5.0 4.0 – 1–16 

          

 

Notas:  a Los grupos A, B y C se establecieron según la actualización de la OMS de 

2018 [10].  Modificado de Puyen et al., (2022). Ver anexo 2. 

Abreviaturas: APM: Método de las proporciones en agar 7H10, BMD: Método de 

microdilución en caldo, UKMYC6: nombre de placa usada en el método BMD, CC: 

Concentración crítica, UKMYC6 ECOFF/ECV: Valor de corte epidemiológico 

propuesto por estudio CRyPTIC para la placa UKMYC6, UKMYC6 Limite: 
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Categoría propuesta por CRYPTIC para los fármacos con abundantes variantes 

genéticas que producen efectos variantes en las CMI [11].  

 

  Posteriormente, se realizó la prueba de susceptibilidad a los fármacos 

utilizando la placa de microdilución de 96 pocillos UKMYC6, diseñado por el 

proyecto CRyPTIC que permitió determinar la susceptibilidad frente a 13 fármacos 

antituberculosos compuestos por agentes utilizados en el tratamiento de la TB como 

rifampicina, rifabutina, isoniazida, levofloxacina, moxifloxacina, bedaquilina, 

linezolid, clofazimina, etambutol, delamanid, amikacina, etionamida y kanamicina 

(Tabla 1).  Para este ensayo, las cepas previamente criopreservadas se reactivaron 

en medio líquido 7H9 suplementado durante 7 días a 37°C. Luego, se subcultivaron 

en medio Middlebrook 7H10 durante 25 a 30 días a 37°C. Posteriormente, se 

prepararon suspensiones a escala de 0,5 McFarland en solución salina Tween con 

perlas de vidrio. A continuación, se diluyeron 100µL de la suspensión en un tubo 

con caldo 7H9 suplementado con OADC para obtener un inóculo aproximado de 

1x105 UFC/mL. Posteriormente, utilizando el equipo automatizado Sensititre 

Autoinoculator®/AIM® se dispensaron 100µL de inóculo en cada pocillo de la 

placa UKMYC6. Las placas se sellaron con plástico transparente y se incubaron 

aeróbicamente a 35-37°C. Las placas se leyeron con el instrumento 

semiautomatizado Vizion™ que capturó y almacenó una imagen de las CMIs al día 

14 día después de la inoculación y se dio una segunda lectura a los 21 días si el 

crecimiento del control positivo de la placa era débil o insuficiente. La CMI de un 

fármaco se consideró como la concentración más baja capaz de inhibir el 

crecimiento visible de MTB en un pozo determinado y las cepas se categorizaron 
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como susceptibles, intermedias o resistentes (categorización ternaria) tomando 

como referencia los Valores de Corte Epidemiológicos (EOFF/ECV), así como las 

concentraciones límite (concentraciones a las que las mutaciones genéticas 

presentan efectos diferentes dando lugar a categorías mixtas de susceptibilidad o 

resistencia). Se determinó que un resultado era susceptible si la CMI era inferior o 

igual al ECOFF/ECV establecido; en caso contrario, se definió como resistente. La 

isoniazida, el etambutol y la etionamida se clasificaron teniendo en cuenta las 

concentraciones límite.  

Los resultados genómicos sólo se utilizaron para resolver los resultados 

discordantes entre las pruebas APM y BMD. El ADN genómico se aisló utilizando 

el método del fenol-cloroformo. Las bibliotecas de la secuenciación se generaron 

utilizando el Nextera XT Library Preparation Kit. El secuenciamiento se realizó en 

la Universidad de Oxford (Reino Unido) utilizando la plataforma Illumina HiSeq 

(Illumina Inc., San Diego, CA, EE.UU.).  

Análisis bioinformático 

 La calidad de las lecturas del secuenciamiento se evaluó con el programa 

FastQC v0.11.9. Las lecturas emparejadas se filtraron con el programa 

Trimmomatic v0.38. Las lecturas filtradas se compararon con el genoma de 

referencia H37Rv (NC_000962.3). Se evaluaron los genes asociados a la resistencia 

genotípica a la rifampicina (rpoB), isoniazida (inhA, katG, ahpC, fabG1, kasA), 

fluoroquinolonas (gyrA, gyrB) y los inyectables de segunda línea (rrs, eis, tlyA). 

Las variantes genéticas encontradas se validaron utilizando la lista de mutaciones 

publicada por la OMS en el "Catálogo de mutaciones en el complejo 

Mycobacterium tuberculosis y su asociación con la resistencia a los 
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medicamentos". Asimismo, los perfiles de resistencia se determinaron utilizando 

los programas TBProfiler v3.0.4 8 (base de datos de mutaciones v. A2a234b) y 

Mykrobe v0.10. Para cada fármaco, las cepas se clasificaron como susceptibles o 

resistentes según la ausencia o presencia de mutaciones detectadas en los genes 

asociados a la resistencia, respectivamente. 

Análisis estadístico 

 Se realizaron análisis descriptivos de las CMIs obtenidas y de los tiempos 

de desarrollo en las placas UKMYC6. Para los seis fármacos evaluados tanto por el 

método APM como por el método BMD y se determinaron los índices de 

rendimiento diagnóstico (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, 

valor predictivo negativo, acuerdo categórico y coeficiente Kappa de Cohen). Para 

determinar la fuerza de la concordancia estadística se utilizó el valor kappa (k), que 

se calificó como insignificante (0≤k≤0,2), medio (0,2<k≤0,4), moderado 

(0,4<k≤0,6), bueno (0,6<k≤0,8) o casi perfecto (0,8<k≤1). 

 

IV.3. Metodología - Artículo 3 

Evaluación de la microscopía sin lente para la interpretación de los cultivos 

MODS y el facilitamiento del diagnóstico de la tuberculosis 

  En este estudio se colectaron 62 muestras de esputo con baciloscopia 

negativa (N=20) y positiva (N=42) a partir de sobrantes de los procesos de cultivo 

rutinarios y 38 cepas (cultivos puros) de MTB de forma anonimizada.  

El cultivo MODS de las muestras de esputo se realizó siguiendo el protocolo 

descrito por Caviedes et al., (2000). Las cepas de MTB (cultivos puros) fueron 
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ajustadas a una solución de la escala 1 de MacFarland (3x108 ufc/mL); 5μL de la 

suspensión bacteriana fue mezclada con 5 mL del medio líquido 7H9-OADC. Cada 

suspensión de muestra o cepa, se distribuyó en 4 pocillos de una placa de 24 pocillos 

con y sin agentes antimicrobianos (isoniacida y rifampicina) e incubadas a 37°C. 

Las placas fueron examinadas los días 7, 8 y 9 de cultivo utilizando un microscopio 

invertido para la búsqueda de los cordones característicos de MTB en el medio de 

cultivo líquido. 

Sistema de imágenes sin lente Cytonote 

El microscopio invertido de video sin lentes evaluado fue el modelo portátil 

Cytonote 1W (12x11x10 cm) de un pocillo, diseñado para evaluar el crecimiento 

de células a través de la captura de imágenes en tiempo real en un gran campo de 

visión de 29,4 mm2 sin la necesidad de ajustar manualmente el enfoque o brillo. 

Este sistema, emite un haz compuesto por diferentes intensidades de luz sobre la 

muestra, a través de un agujero de 150 µm unido a un LED multichip. Cuando el 

haz incide sobre la muestra, forma un patrón de difracción que es captado por un 

sensor CMOS de 10 megapíxeles. Posteriormente, el patrón de difracción 

(holograma) se reconstruye en una imagen ampliada interpretable por el ser humano 

mediante un algoritmo holográfico implementado en el software Horus v. 5.2.2.0 

(Iprasense, Francia), similar a lo observado en un microscopio invertido óptico y 

captado en un monitor de computadora (Figura 13-A). 

Configuración y procedimiento general de adquisición de imágenes 

Horus fue configurado para seleccionar automáticamente un valor de 

enfoque dentro de un rango específico y reconstruir el patrón de difracción en una 

suspensión celular.  Asimismo, se calibraron las intensidades de luz y los tiempos 
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de adquisición de las imágenes de la placa MODS cubriendo el sistema con una 

caja cobertora. La adquisición de imágenes tras la calibración también se llevó a 

cabo colocando el pocillo correspondiente sobre el sensor y cubriendo el sistema.  

 

Figura 13. Configuración del Sistema Cytonote para la Adquisición de 

Imágenes de MTB de los Cultivos MODS. Tomado de: anexo 3. 

Notas: (A) Diagrama esquemático de la Configuración (B) Fotografía de la 

Configuración. 

  

Las imágenes reconstruidas por Horus usando el autoenfoque fueron 

comparadas con los resultados del MODS obtenidos en forma convencional. El 

enfoque manual fue usado en aquellas muestras en donde la reconstrucción de la 

forma de las micobacterias no fue posible con el autoenfoque. El enfoque manual 

permitió incrementar el enfoque de 0 a 4000 en pasos de 50 en forma automatizada 

(Python interno), por lo que se generó un conjunto de 200 fotos. Luego de la 

revisión de las 200 fotos, se seleccionaron aquellas con mejor enfoque.    

 Evaluación 

La aplicabilidad de la microscopia sin lentes Cytonote utilizada en el 

diagnóstico de TB fue evaluado en tres fases:  
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Fase 1: Optimización de los parámetros de Horus para la captura de imágenes 

MODS. La optimización se realizó evaluando dos parámetros: Filtrado de ruido de 

fondo y el rango de autoenfoque. En la filtración del ruido de fondo se evaluaron 3 

opciones (la media, la mediana y un algoritmo de tercer orden) manteniendo el 

rango de autoenfoque usando 240 imágenes de cordones de MTB proveniente de 

cinco cultivos de cepas aisladas y cinco muestras de esputo. La optimización del 

enfoque se realizó con 63 de las 240 imágenes óptimas digitalizadas con 

diagnóstico positivo de TB de acuerdo con la evaluación por microscopía invertida. 

Se recuperaron sus valores de enfoque manual o automático y las muestras se 

agruparon según el tipo de cultivo. Se compararon el tipo de distribución y los 

valores medios de cada grupo mediante la prueba de Kolmogórov-Smirnov y la 

prueba T-Student independiente (varianzas iguales, comprobadas mediante la 

prueba de Levene).  

Fase 2: Evaluación de las características morfológicas de los cordones MODS en 

las imágenes generadas por el microscopio Cytonote. Seis cultivos puros de 

pacientes con TB-MDR y 15 muestras de esputo con baciloscopia positiva de 1+ y 

2+ fueron evaluados. Las imágenes fueron revisadas desde el día 7 hasta el día 9 de 

incubación, se determinó el diagnóstico de positivo o negativo utilizando un 

microscopio invertido convencional. Luego, se procedió a la captura y análisis de 

imágenes con Cytonote. Para la evaluación de los cordones en cada imagen, se 

consideraron tres aspectos: El primero fue determinar si las características 

morfológicas que presentan los cordones de MTB en el medio de cultivo líquido, 

cuando se observan bajo un microscopio invertido, son similares en las imágenes a 

las generadas en el microscopio Cytonote. El segundo fue detectar en las imágenes 
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si los cordones presentan alguna característica especial. El tercero fue reconocer en 

las imágenes la presencia de detritus y/o células, que son artefactos propios de una 

muestra de esputo procesada con MODS y que puede dificultar la detección 

temprana de los cordones si se encuentra en alta cantidad durante el diagnóstico 

convencional. 

Fase 3: Evaluación de las imágenes generadas por el microscopio Cytonote para el 

diagnóstico de TB. El microscopio Cytonote, se configuró de acuerdo con los 

parámetros obtenidos en la Fase 1. Las muestras de esputo y cepas de TB se 

procesaron con MODS e incubaron a 37oC. Tras siete días de incubación y durante 

dos días consecutivos, se determinó el diagnóstico de positivo o negativo de todos 

los cultivos utilizando un microscopio invertido acoplado a una cámara digital para 

mantener un registro de cada imagen evaluada. Posteriormente, se procedió a la 

generación de imágenes ubicando cada pocillo de la placa de MODS sobre el sensor 

CMOS del microscopio Cytonote (Figura 13-B). Se obtuvieron ocho imágenes 

digitales diarias por cada muestra o cepa. Cada imagen se clasificó como positiva o 

negativa. La positividad para TB se estableció si se observaban dos o más cordones 

característicos en cada imagen. 
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V. RESULTADOS 

V.1. Resultados - Artículo 1 

Variantes microbiológicas 

La sensibilidad de las variantes microbiológicas en ZN fue de 84.7% 

(83/98), 91.8% (90/98) y 91.8% (90/98) y en AF, fue de 93.8% (92/98), 95.9% 

(94/98) y 99.0% (97/98) utilizando los métodos directo, pellet y pellet diluido, 

respectivamente. Las variantes microbiológicas, en comparación con el frotis 

directo, aumentan la sensibilidad de la microscopía en un 7,1% y un 2% en ZN y 

AF respectivamente. Ver tabla 2.  

Tabla 2. Lecturas microscópicas de las variantes microbiológicas y procesadas 

con el ensayo de susceptibilidad a fármacos por Observación Microscópica 

(MODS) – muestras de esputo con cultivo positivo. 

Clasificación 

Tinción ZN   Tinción AF 

Directo Pellet 
Pellet 

diluido 
  Directo Pellet 

Pellet 

diluido 

Paucibacilar 16 9 18   16 15 17 

+ 15 18 13 
 

15 13 15 

++ 23 23 27 
 

33 27 36 

+++ 29 40 32 
 

28 39 29 

No BAAR 15 8 8 
 

6 4 1 

Sensibilidad*             

(%) 

83/98        

(84.7) 

90/98 

(91.8) 

90/98 

(91.8) 
  

92/98 

(93.8) 

94/98 

(95.9) 

97/98 

(99.0) 

Total 98 98 98 
  

98 98 98 

 

Notas: *El subtotal que comprende los frotis que resultaron paucibacilares, +, ++ 

y +++ cruces en las lecturas microscópicas. El Método MODS - cultivo positivo es 

el método de referencia. Modificado de Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

 Abreviaturas: ZN: Ziehl Neelsen, AF: Auramina fluorescencia. 
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El frotis directo en comparación con el pellet diluido, la sensibilidad en AF 

aumenta en un 5%. Las pruebas estadísticas indicaron que la sensibilidad del frotis 

con pellet diluido en AF era estadísticamente significativa más alta que la de cada 

tinción de ZN (p = 0,0003, 0,0348, 0,0348, respectivamente), aunque similar a la 

de los métodos de AF directo y AF con pellet (p = 0,1183, p = 0,365). 

 En el análisis de la carga bacilar en muestras de frotis paucibacilares y de 

1+; en ZN y AF, las cargas bacilares en el pellet diluido y pellet fueron 

significativamente altas en comparación al frotis directo (Tabla 3).  

 

Tabla 3. Carga de bacilos en las variantes microbiológicas en frotis 

paucibacilares y 1+ 

Variantes 

microbiológicas 
n 

Directo, 

mediana 

(RIQ) 

Pellet, 

mediana   

(RIQ) 

Pellet diluido, 

mediana (RIQ) 
p 

Bacilos ZN 49 
6 28 11 

0.0001 
 (0.0-40.0) a (5.5-100.0) b (4.0-99.5) b 

Bacilos AF 44 
8.5                 

(2.0-28.8) a 

14.0                              

(2.3-42.5) b 

14.0                                        

(3.3-62.5) b 
0.0299 

 

Notas: a, b representan subgrupos significativamente diferentes según la prueba de 

rangos con signos de Wilcoxon. Modificado de: Coronel et al., (2019). 

Abreviaturas: ZN: Ziehl‑Neelsen, AF: Auramina fluorescencia, RIQ: rango 

intercuartil.  

 

 El nivel de detritus en ZN (Figura 14) fue significativamente mayor en el 

método directo y pellet en comparación al pellet diluido (p < 0,001). El 44,9% de 

las muestras procesadas con el método directo se clasificaron con nivel escaso y 
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medio de detritus; en el grupo pellet el 51% de las muestras como medio y del grupo 

pellet diluido el 86,5% como escaso.  En el caso de la AF, estas pruebas mostraron 

diferencias significativas en la distribución de los detritus, teniendo el método de 

pellet más detritus que el directo y el de pellet diluido (p < 0,001).  

 

 

Figura 14. Detritus en microscopía Ziehl-Neelsen observados en todas las 

variantes microbiológicas. Las columnas representan el número de casos para 

cada nivel de detritus. Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

 

 Se obtuvieron un total de 891 imágenes de las 40 muestras procesadas, de 

las cuales 114, 117 y 114 fueron imágenes en ZN mientras que 183, 180 y 183 en 

AF utilizando los métodos directo, pellet y pellet diluido, respectivamente. En ZN 

(Figura 15) tanto el pellet como el pellet diluido mostraron mayores recuentos que 

el método directo (p < 0,0001). En AF, el método del pellet tuvo recuentos más 

altos que el frotis directo y el pellet diluido (p < 0,0001). 
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Figura 15. Recuento de bacilos para todas las variantes en imágenes de láminas 

coloreadas con Ziehl Neelsen. Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

Nota: ***p < 0,001. 

 

Sistemas de filtración para el tratamiento de esputo 

 A pesar de la superioridad aritmética de las muestras filtradas con presión 

positiva, la carga bacilar fue similar entre el frotis directo de presión positiva 

(mediana: 105,5, RIQ: 11,25-320) y de presión negativa (mediana: 50, RIQ: 4,3-

141,5) (P = 0,2033). El nivel de detritus fue significativamente más alto en las 

presiones positivas (p < 0,0001) como negativas (p < 0,05) en comparación con el 

frotis directo. Las presiones positivas y negativas mostraron una distribución 

similar de detritus (p > 0,05). La prueba no paramétrica de Mann-Whitney mostró 

que la presión positiva dio lugar a volúmenes significativamente mayores (p < 

0,0001) (mediana: 15 mL, RIQ: 15,0 - 15,0) en comparación con la presión negativa 

(mediana: 9,5 mL, RIQ: 7,8 - 13,5). La prueba no paramétrica de Mann-Whitney 

mostró que la presión positiva dio lugar a tiempos de filtración significativamente 
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más rápidos (p < 0,0001) (mediana de 75 s, RIQ 25,75-345,0) en comparación con 

la presión negativa (mediana de 600,0 s, RIQ 600,0-600,0) (Figura 16). 

 

Figura 16. Tiempo de filtración del sistema de presión positiva comparado con 

el sistema de presión negativa Tomado de: Coronel et al., (2019). Ver anexo 1. 

Nota: *** p < 0,0001. 

 

V.2. Resultados - Artículo 2 

Determinación de la CMI utilizando la placa UKMYC6 

Se determinaron las CMIs para 13 fármacos antituberculosos utilizando la 

placa UKMYC6. Del total de lecturas obtenidas en las placas, el 99% mostraron 

resultados válidos. De ellos, el 80% (397/496) de las cepas resultados MICs 

disponibles a los 14 días y el 20% (99/496) a los 21 días.  

El análisis comparativo entre los resultados del APM y las CMIs de las 

placas UKMYC6 para los 6 fármacos evaluados (rifampicina, isoniazida, 

etambutol, etionamida, kanamicina y levofloxacina) determinó una buena 
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concordancia para los fármacos rifampicina, isoniazida, kanamicina y 

levofloxacina. 

 

Figura 17. Distribución de las CMIs en comparación con los resultados 

obtenidos por APM. Tomado de Puyen et al., (2022). Ver anexo 2. 
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Notas: A. Análisis obtenido de la comparación de los resultados de susceptibilidad 

por APM, categorizados como susceptibles (barras azules) o resistentes (barras 

naranjas), en comparación con las CMIs obtenidas en placas UKMYC6. APM fue 

el método de referencia. B. Distribución de las CMIs de los fármacos analizados 

únicamente por la metodología de placas BMD. Para ambos análisis, las 

ECOFF/ECV de las placas UKMYC6 se indican con líneas discontinuas. Las 

cantidades de cepas susceptibles (nS) y resistentes (nR) por APM se especifican para 

cada fármaco. Para el caso de los fármacos que no fueron evaluados por APM, se 

especificó el número total de cepas o mediciones (n) realizadas.  

 

Sin embargo, hubo un considerable solapamiento para las cepas definidas 

como resistentes y susceptibles a etambutol y etionamida por APM (Fig. 17-A). 

Para el resto de los fármacos (rifabutina, amikacina, moxifloxacina, bedaquilina, 

delamanid, clofazimina y linezolid) no se disponía de un resultado de 

susceptibilidad a fármacos de referencia (Fig. 17-B). Ninguna de las cepas presentó 

CMIs superiores a los valores de ECOFF/ECVs para los fármacos nuevos o 

reutilizados, por lo que se definieron como cepas fenotípicamente susceptibles por 

la metodología de la placa BMD (Fig. 17-B). 

 

Rendimiento de la metodología de BMD en placas comparada con el APM 

para la determinación categórica de susceptible/resistente.  

El uso de los valores ECOFF/ECVs en las placas UKMYC6 (excluyendo 

los resultados con CMIs limites) para los seis fármacos mencionados anteriormente 

determino una concordancia categórica media de 0,93 siendo las más altas para 
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rifampicina, isoniazida, kanamicina y levofloxacina. Utilizando la categoría APM 

como referencia, la sensibilidad de la placa de BMD UKMYC6 para la detección 

de la resistencia a los medicamentos fue la más alta para isoniazida (0,98) y la 

rifampicina (0,93) y la más baja para etionamida (0,66) y kanamicina (0,68). La 

especificidad fue alta para todos los fármacos, desde 0,91 para isoniazida hasta 1,0 

para kanamicina (Tabla 4). 

Tabla 4. Rendimiento de la metodología BMD UKMYC6 en comparación con 

el APM para la determinación de la resistencia a los fármacos 

 

Notas: Los resultados con MIC limítrofes se excluyeron del análisis. APM es el 

método de referencia. Modificado de: Puyen et al., (2022). Ver anexo 2. 

Abreviaturas: APM: Método de las proporciones en agar 7H10, BMD: Método de 

microdilución en caldo, R: Número de cepas fenotípicamente resistentes, S: 

BMD

Sensibilidad  

(IC 95% )

Especificidad    

(IC 95%)

VPP             

(IC 95%)

VPN           

(IC 95%)

Acuerdo 

categórico

 Kappa 

de Cohen

R S

R 383 2

S 28 67

R 381 3

S 6 29

R 107 8

S 41 211

R 89 18

S 46 307

R 36 0

S 17 437

R 47 3

S 7 424

APM

0.93                

(0.90, 0.95)

0.98             

(0.97, 0.99)

0.72             

(0.64, 0.79)

0.66             

(0.57, 0.74)

0.87             

(0.75, 0.95)

0.97               

(0.90, 1.00)

0.91               

(0.75, 0.98)

0.96                

(0.93, 0.98)

0.94                

(0.91, 0.97)

1.00                   

(0.99, 1.00)

0.99                 

(0.98, 1.00)

0.68             

(0.54, 0.80)

0.98         

(0.97, 0.99)

0.99             

(0.98, 1.00)

0.99             

(0.98, 1.00)

0.93              

(0.87, 0.97)

0.83              

(0.75, 0.90)

1.00              

(0.90, 1.00)

0.94             

(0.83, 0.99)

0.71          

(0.60, 0.79)

0.83          

(0.66, 0.93)

0.84         

(0.79, 0.88)

0.87          

(0.83, 0.90)

0.96          

(0.94, 0.98)

0.89

0.94

0.98

0.87

0.86

0.97

0.98

0.78

0.85

0.71

0.64

0.79

Levofloxacina

Fármaco

Rifampicina

Isoniazida

Etambutol

Etionamida

Kanamicina
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Número de cepas fenotípicamente susceptibles, VPP: Valor Predictivo Positivo, 

VPN: Valor Predictivo Negativo, IC 95%: intervalo de confianza al 95%. 

 

Secuenciamiento del genoma completo utilizado para el análisis de resultados 

discordantes 

Se identificaron 266 resultados discordantes (presentes en 191 cepas 

diferentes) para los seis fármacos evaluados. El 75% (200/266) fue para etambutol 

y etionamida. Los análisis posteriores que excluyeron las CMI límite redujeron 

considerablemente el número de resultados discordantes a 179 (presentes en 122 

cepas diferentes). El etambutol y la etionamida presentaron nuevamente los 

mayores grados de discrepancia, con un 13% (49/367) y un 14% (64/460), 

respectivamente. Para la mayoría de los agentes, el secuenciamiento apoyo la mitad 

de los resultados obtenidos por APM (52%, 93/179) y la mitad de los obtenidos por 

el sistema BMD (48%, 86/179). (Tabla 5). 
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Tabla 5: Análisis de los resultados discordantes entre el APM y la metodología 

BMD UKMYC6.  

Fármaco Total APM BMD 

WGS 
Resultados 

de APM 

respaldados 

por WGS 

(%) 

Resultados 

de BMD 

respaldados 

por WGS 

(%) 

S R 

Rifampicina 30 
S R 1 1 

22 (73) 8 (27) 
R S 7 21 

Isoniazida 9 
S R 2 1 

4 (44) 5 (56) 
R S 4 2 

Etambutol 49 
S R 0 8 

23 (47) 26 (53) 
R S 18 23 

Etionamida 64 
S R 7 11 

29 (45) 35 (55) 
R S 24 22 

Kanamicina 17 
S R 0 0 

9 (53) 8 (47) 
R S 8 9 

Levofloxacina 10 
S R 1 2 

6 (60) 4 (40) 
R S 2 5 

 

Notas: Se muestra el resultado genotípico obtenido por WGS. Los resultados con 

MICs limítrofes se excluyeron del análisis. WGS#: utilizado como método de 

referencia para la resolución de los discordantes. Modificado de: Puyen et al., 

(2022). Ver anexo 2. 

Abreviaturas: APM: Método de las proporciones en agar 7H10, DMO: Método de 

Microdilución en caldo, WGS: Secuenciación del genoma completo, R: Número de 

cepas resistentes, S: Número de cepas sensibles. 

 

V.3. Resultados - Artículo 3 

Cultivo MODS  

Las colonias de TB que crecen en un cultivo MODS atraviesan tres fases de 

crecimiento fácilmente distinguibles visualmente (Figura 18). En promedio, 
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durante los primeros 5-6 días emergen pequeñas estructuras en forma de "coma". 

Entre los días 7 y 9, adquieren la forma de "cordón" y a partir del día 10, las colonias 

se aglutinan formando "conglomerados". En este estudio se evaluaron las placas 

durante tres días consecutivos a partir del séptimo día de incubación, ya que se 

considera el momento óptimo según diversos estudios para obtener un cultivo 

MODS positivo detectable. 

 

Figura 18: Patrón del crecimiento característico de los cordones de MTB en 

los cultivos MODS observados a un aumento total de 100X. (A) Día 6 de cultivo; 

(B) Día 8 de cultivo; (C) Día 13 de cultivo. Los cordones observados entre los días 

7-9 son muy específicos y claros para el diagnóstico de MTB. Ver anexo 3. 

 Parámetros optimizados  

El algoritmo de la mediana en la filtración del ruido de fondo minimizó la 

intensidad de los conglomerados en la imagen con respecto al algoritmo de la media 

y del tercer orden. Las distribuciones de los valores de foco tanto de las cepas 

aisladas como de las muestras de esputo siguen un mismo patrón (p = 0,5011), 

visualmente similares; por lo tanto, las distribuciones para ambos tipos de cultivo 

derivan de la misma distribución continua y comparten los mismos parámetros. Por 

esta razón, para subsiguientes análisis ambos grupos fueron combinados. Se realizó 
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una estimación permisiva del rango de autoenfoque óptimo (el que maximiza las 

posibilidades de contener un valor correcto para casi todas las muestras) tomando 

el rango conformado por el redondeo de los valores de enfoque mínimo y máximo 

de esta distribución combinada. El valor de autoenfoque óptimo resultante fue de 

2000-4000 µm. 

 

 Evaluación de las características morfológicas de los cordones MODS en las 

imágenes capturadas con el microscopio sin lente Cytonote  

En total se analizaron 252 imágenes digitales de cultivos MODS de 7 a 9 

días. De estas, 72 provenían de cultivos con cepas puras de TB y 180 de muestras 

de esputo con baciloscopía positiva. La evaluación inicial determinó que Cytonote 

produce imágenes claras de los cordones de TB con mínimas diferencias en 

comparación con lo que se observa en un microscopio invertido (Figura 19-A). Se 

detectó positividad en todas las imágenes. Las imágenes en los cultivos de cepas 

puras se detectaron los cordones con mayor claridad sobre un fondo libre de ruido 

(Figura 19-B) a diferencia de los cordones en las muestras de esputo, donde es 

común encontrar un fondo con células o detritus (Figura 19-C). La forma sinusoidal 

de los cordones, con longitud y grosor variable, son las características morfológicas 

más importantes para el reconocimiento visual de TB en las imágenes. 

Evaluación de las imágenes con Cytonote para el diagnóstico de TB  

Se obtuvieron 2361 imágenes de cultivos MODS de 7 a 9 días con Cytonote. 

Del total, 911 provenían de 38 cultivos de cepas puras y 1450 de 62 muestras de 

esputo. La mayoría de las imágenes fueron reconstruidas adecuadamente mediante 

el software Horus, para una correcta interpretación de los cultivos MODS. Las 
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imágenes con buen enfoque permitieron distinguir la forma sinuosa de los cordones 

con longitud y grosor variable (Figura 19). Los extremos puntiagudos y el aumento 

de brillo en los bordes de los cordones observados con la microscopia invertida 

convencional, no se aprecian. 

 

Figura 19: Comparación de imágenes digitales de cultivos MODS positivos al 

día 8 de cultivo. Ver anexo 3. 

Notas: (A) Imagen de una muestra de esputo observada en un microscopio 

invertido y capturada con cámara Nikon digital DS-L2 (B) Imagen de cepa pura de 

MTB capturada con Cytonote (C) Imagen de muestra de esputo positiva a MTB 

capturada con Cytonote. (B-1) y (C-1) segmentos de imagen original Cytonote; (B-

2) y (C-2) segmentos de imagen Cytonote ampliado con zoom.  

Las imágenes de los cultivos de cepas puras mostraron mayor definición y 

claridad en comparación con las imágenes correspondientes a los cultivos de esputo 

(Figura 19-B y 19-C). Del total de imágenes obtenidas, 112 (12,3%) y 143 (9.9%) 
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correspondientes a los cultivos de cepas puras y muestras de esputo 

respectivamente, mostraron un bajo nivel de enfoque no interpretable.  

Luego de la reconstrucción manual, el 95.85% pudo ser reconstruida con el 

enfoque adecuado para su interpretación. La comparación final con las imágenes 

reconstruidas mostró una concordancia del 97.59% para los cultivos de cepas puras 

y del 94.76% para los cultivos de esputo con el método MODS. 

 

Tabla 6: Performance de la microscopia sin lentes Cytonote comparado con el 

cultivo MODS para la detección de MTB en imágenes de cepas puras y 

muestras de esputo  

Variables 

Enfoque automático Enfoque manual 

MODS          

cepas  

MODS         

esputo 

MODS                       

cepas  

MODS          

esputo 

Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg 

Cytonote Pos 729 0 289 21 819 0 356 21 

Cytonote Neg 112 70 122 1018 22 70 55 1018 

         

Sensibilidad % 86.7 70.3 97.4 86.6 

Especificidad % 100 98 100 98 

VPP% 100 93.2 100 94.4 

VPN% 38.4 89.3 76.1 94.9 

Kappa 0.5 0.74 0.85 0.87 

 

Notas: El Método MODS de cepas y de esputo es el método de referencia. Ver 

anexo 3. 

Abreviaturas: Pos: positivo, Neg: negativo, VPP: valor predictivo positivo, VPN: 

valor predictivo negativo.  
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VI. DISCUSIÓN  

 

VI.1. Discusión específica de cada estudio 

 

Artículo 1: Evaluación de variantes microbiológicas del procesamiento del 

esputo y de la concentración de micobacterias para optimizar el diagnóstico 

microscópico y por imagen de la tuberculosis  

El primer estudio busca mejorar la baciloscopia que al ser la herramienta 

base del diagnóstico microbiológico, es usada aun a pesar de su baja sensibilidad. 

La baciloscopia es realizada usualmente a partir de muestras de esputo en forma 

directa y con menos frecuencia a partir de esputos descontaminados. Cuando los 

esputos son descontaminados, la muestra es resuspendida en el mismo volumen que 

la muestra original. La estrategia para mejorar este método se concentró en el 

proceso de las muestras de esputo, con el objetivo de aumentar la sensibilidad de la 

baciloscopía las muestras descontaminadas fueron concentradas (pellet) y con el 

objetivo de disminuir los detritus las muestras descontaminadas fueron diluidas 

(pellet diluido). Los resultados fueron analizados directamente de los observado en 

el microscopio y de las imágenes tomadas. Asimismo, se probaron dos sistemas de 

filtración de las muestras con el objetivo de concentrar las muestras y reemplazar 

los pasos de centrifugación. 

Las variantes microbiológicas fueron comparadas a través del recuento de 

los bacilos y no a través de resultados positivo/negativo como usualmente es 

reportado con la finalidad de evaluarlos en forma cuantitativa. La mayoría de los 

estudios realizan comparaciones sólo a nivel categórico, lo cual es relevante en un 
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entorno clínico, pero podría ser perjudicial para la cuantificación detallada de los 

efectos de las nuevas variantes microbiológicas que se pretenden introducir. 

El recuento de bacilos para las dos variantes microbiológicas fue 

significativamente mayor en ZN y AF en comparación con el frotis directo, 

aumentando significativamente la sensibilidad en un 7,1% y un 2%. Por lo tanto, 

estas variantes contribuyen a aumentar tanto la sensibilidad como potencialmente 

la especificidad, facilitando las observaciones microscópicas y reduciendo los 

objetos de distracción y las fuentes de confusión frente a los bacilos. 

En este estudio se clasificó la presencia de detritus (restos) como 

característica de los frotis de esputo teñidos para ZN y AF. La variante de frotis 

directo y pellet de ZN presentó mayor nivel de detritus que el pellet diluido (p < 

0,001). En la AF, se encontró un mayor nivel de detritus con la variante pellet (p < 

0,001) que en los otros métodos. La presencia de detritus en mayor cantidad en la 

variante pellet concuerda con el hecho que son muestras concentradas; sin embargo, 

la presencia de dichos detritus no disminuye la capacidad de observación de los 

bacilos. La variante pellet diluido mostró una mejor especificidad debido a una 

imagen resultante más limpia. 

Los análisis visuales a partir de fotografías de ZN y AF utilizando las 

variantes descritas, con el objetivo de explorar su utilidad en el desarrollo de 

algoritmos de reconocimiento. Visualmente, se observó una mayor carga de bacilos 

en la ZN de pellet y de pellet diluido (p < 0,001) en comparación con el frotis 

directo, así como con la AF. Estos resultados son similares a las observaciones 

piloto anteriores (datos no mostrados), en las que se cuantificó la carga de bacilos 
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y se categorizó el detritus en las imágenes evidenciando que había menos ruido de 

fondo y artefactos en la variante de pellet diluido para ambos métodos de tinción. 

Con respecto a la evaluación de los métodos de filtración que permitan a 

partir de muestras de esputo concentrar los bacilos de MTB, el método de filtración 

positiva a diferencia del método de filtración negativa mostró tiempos de 

procesamiento más cortos, menor ocurrencia de atascos y superioridad numérica en 

el parámetro de carga de bacilos, pero sin alcanzar diferencias significativas. El uso 

de sistemas de concentración de esputo, por filtración con presión negativa, ha sido 

estudiado previamente, confirmando las ventajas observadas. Otros estudios 

utilizaron diferentes sistemas colectores mostraron mejoras en comparación con el 

frotis directo, pero con la limitación de la formación de tapones en el 5%-20% de 

las muestras. Otros estudios, sin embargo, utilizando colectores de aluminio 

multitest, no mejoraron significativamente la sensibilidad en comparación con el 

frotis directo. A diferencia de otros estudios, aquí comparamos dos prototipos de 

sistemas paralelos (presión positiva y negativa) en condiciones de trabajo similares 

con el mismo volumen de muestras y midiendo el tiempo de filtración y el volumen 

filtrado de muestra en cada equipo. En este estudio, el método de filtración fue 

probado directamente con muestras de esputo sin previo proceso, sin embargo, el 

principal inconveniente fue el atascamiento en la filtración.  

Los sistemas de filtración de esputo son relativamente económicos por lo 

que es una opción de reemplazo a los métodos de centrifugación. Estudios 

adicionales son necesarios para que pueda usarse en forma masiva acompañado de 

un sistema o algoritmos que identifiquen las micobacterias presentes.  
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Artículo 2: Evaluación de la metodología de microdilución de caldo en placas 

para pruebas de susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis en el Perú. 

El segundo estudio evalúa un método de susceptibilidad a partir de aislados 

de MTB, el cual es capaz de evaluar múltiples fármacos en un solo tiempo. 

incluidos fármacos nuevos y repropuestos recientemente por la OMS para el 

tratamiento de la TB-DR. Por tal motivo se propuso evaluar la metodología de 

microdilución en caldo utilizando la placa UKMYC6 la cual proporciono la CMI a 

13 fármacos en una sola plataforma. 

Este trabajo, presenta la primera oportunidad de describir el perfil completo 

de farmacorresistencia a partir de la CMI de una muestra epidemiológicamente 

representativa de cepas de MTB resistentes en el Perú. Ello es fundamental para el 

diseño de regímenes de tratamiento estandarizados para la TB-MDR y brindó la 

oportunidad de comparar la metodología propuesta con el método tradicional de las 

proporciones en agar 7H10. 

La placa BMD es una herramienta conveniente que determina la CMI de 

diversos fármacos, esto permite dirigir tanto la elección del fármaco como la dosis 

para un tratamiento individualizado. Facilita la adición de otros nuevos fármacos y 

puede adaptarse a una diversa gama de CMIs de ser necesario. Recientemente, la 

OMS ha destacado la gran viabilidad de esta metodología y ha comenzado a 

analizar su rendimiento para recomendar su uso clínico. 

En general, no se detectó resistencia a los fármacos nuevos y reutilizados. 

Ninguna cepa superó el ECOFF/ECV para bedaquilina, delamanid, clofazimina o 

linezolid. Estos resultados coinciden con estudios previos; por lo tanto, se 
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recomienda su introducción al programa de TB. Una comparación con cepas 

representativas contemporáneas sería instructiva e importante. 

La detección de resultados discordantes en pruebas fenotípicas y genotípicas 

ha sido reportada en diversos estudios. El mayor porcentaje de resultados 

discordantes en nuestro estudio se obtuvo en etambutol y etionamida y concuerda 

con otros reportes. La OMS, reconoce también que las DST fenotípica carecen de 

suficiente reproducibilidad y no se recomienda para estos fármacos. La 

considerable disminución de los casos discordantes aplicando concentraciones 

límite demuestra el gran desafío de definir un fenotipo binario susceptible/resistente 

para determinados fármacos. El sistema BMD se presenta como una alternativa 

frente a sistemas tradicionales como el APM. Esta plataforma evalúa 

simultáneamente un rango de concentraciones para cada fármaco frente al APM 

que evalúa únicamente concentraciones críticas de un número limitado de fármacos. 

Además, brinda rápidos resultados, de meses a sólo 14 días. Asimismo, la 

practicidad del diseño permite personalizar las placas del sistema BMD con 

diferentes fármacos y rangos de concentración que se ajusten mejor a la realidad de 

cada país. El análisis simultáneo de varios fármacos anti-TB supondría una gran 

ventaja en países con alta carga de TB-DR como el Perú, donde los flujos 

tradicionales generan retrasos en los resultados con alto costo. Por otro lado, se 

estima que la sustitución de fármacos y el reajuste de las concentraciones no 

supondrían un aumento significativo de los costos de producción en cada país. 

El valor de los datos de la CMI reside en comprender su distribución en 

poblaciones bien caracterizadas en el tiempo (uso en salud pública) y en el manejo 

de casos cuando las opciones terapéuticas son muy limitadas pero el aumento de la 
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dosis podría facilitar la eficacia (uso clínico). La reevaluación periódica del perfil 

nacional de distribución de la CMI, en particular para los fármacos nuevos y 

reutilizados en este estudio permitiría conocer la velocidad a la que están (o no 

están) surgiendo las cepas resistentes, ello no se evidenciaría con los datos binarios 

de susceptibles/resistentes. 

Un punto fuerte de este análisis es la representatividad nacional gracias al 

muestreo estratificado de las cepas en el periodo del estudio que garantizó una 

cobertura nacional completa y proporcionada. La disponibilidad y el uso del WGS 

para el análisis de discrepancias fue una mejora de importancia crítica para no 

depender de una única metodología como "patrón de oro". Una limitación del 

análisis fue la falta de datos del APM para los agentes nuevos y repropuestos. 

La rápida expansión del uso del WGS para las DST de la TB, la creciente 

biblioteca de SNPs (polimorfismos de un solo nucleótido) que confieren resistencia 

y la baja de costos sitúan al WGS como un probable sucesor de las DST fenotípica 

en entornos donde la infraestructura lo permita. Las herramientas en la web para la 

interpretación del WGS pueden ofrecer "probabilidad de resistencia" para cada 

fármaco que permitirían una toma de decisiones más inteligente e informada. 

 

Artículo 3: Evaluación de la microscopía sin lente para la interpretación de los 

cultivos MODS y el facilitamiento del diagnóstico de la tuberculosis 

El tercer estudio, reporta por primera vez el uso del sistema de microscopía 

sin lentes Cytonote para detectar MTB a partir de un cultivo líquido. Entre los 

métodos de diagnóstico basados en el crecimiento de las micobacterias en medio 

líquido, se encuentra el método MODS que ha demostrado ser una herramienta 
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simple y robusta para el diagnóstico de TB y TB-MDR, sin embargo, al necesitar 

de un microscopio invertido que suele ser costoso y de necesitar expertos y tiempo 

para las lecturas microscópicas se propuso el uso de la microscopia sin lentes 

Cytonote para que facilite el diagnostico con MODS ya que proporciona imágenes 

en un mayor campo de visión con ausencia de enfoque manual entre las tomas y 

realizar el análisis de las imágenes en tiempo real con menor trabajo para el 

operador. 

Dado ello, la estrategia para este estudio se concentró en evaluar 

inicialmente si el microscopio sin lentes Cytonote podría a ayudar a generar 

imágenes de los cordones MODS y sobre ello estudiar su morfología que permita 

su reconocimiento en un corto tiempo. Asimismo, se evaluaron un grupo de 

imágenes obtenidas por Cytonote obtenidas a partir de cepas y muestras de esputo 

cultivadas con MODS con el objetivo de diagnosticar TB como positivo o negativo 

mostrando la imagen en un monitor de computadora.  

  La evaluación inicial determinó que Cytonote produce imágenes claras de 

los cordones de TB con MODS y que su morfología se visualiza con poca diferencia 

con respecto a lo que se observa en un microscopio invertido, siendo los cultivos 

de cepas puras donde se detectan con mayor claridad los cordones de MTB sobre 

un fondo sin ruido y en muestras de esputo donde es común encontrar 

adicionalmente células o detritus. En ambos cultivos, se determinó que la forma 

sinusoidal de los cordones adoptando longitud y grosor variado son las 

características morfológicas más importantes para el reconocimiento visual de TB 

en las imágenes.  
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Con respecto al desempeño en el diagnóstico de la TB a partir de la captura 

de imágenes digitales con Cytonote, esta plataforma demostró ser una herramienta 

rápida y simple, aunque, en algunos casos, es necesaria una inspección de distintas 

imágenes reconstruidas de una misma muestra. Pese a ello, muestra ser una 

herramienta de gran utilidad que facilita el diagnóstico de la TB a partir de los 

cultivos MODS. 

Una fortaleza del presente estudio es que permitió la identificación y 

evaluación de los cordones MODS en una imagen completa dentro de un campo de 

visión de 29,4 mm² utilizando un sensor CMOS de 10 megapíxeles. Sin embargo, 

en cultivos de esputo con alta cantidad de detritus y/o células, los cordones no se 

distinguen con claridad. Este detalle se presenta además en los cultivos con alta 

cantidad de cordones que forman conglomerados, las imágenes no lograban 

distinguirse a diferencia de lo que logra la vista humana en el examen microscópico. 

Ello representa una limitación intrínseca de la plataforma utilizada.  

Tanto el análisis de las características morfológicas como la evaluación de 

las imágenes por Cytonote para el diagnóstico de TB son subjetivos y difíciles de 

estandarizar. Por lo tanto, los resultados dependen directamente de la capacidad 

visual y de la experiencia de los profesionales que hacen MODS. La práctica de 

interpretar correctamente la imagen captada de un pocillo MODS puede acortar el 

diagnóstico sin la necesidad de usar un microscopio invertido. 

  Si bien nuestro estudio confirma la prueba de concepto que valida el uso de 

la microscopía sin lentes para las lecturas e interpretación de cultivos MODS en el 

diagnóstico de TB, debemos reconocer que aún existen ciertas limitaciones que 

deben ser consideradas en futuros estudios para buscar mejores resultados. 
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Los patrones de difracción (hologramas) generados con el microscopio sin 

lentes, deben ser tratados matemáticamente para reconstruir la imagen física real. 

En el presente estudio hemos encontrado que luego de optimizar inicialmente el 

parámetro de enfoque en el eje-Z, este único parámetro no es capaz de reconstruir 

los hologramas y generar imágenes de óptima calidad para todas las muestras. 

Aproximadamente en un 11% de los casos, las imágenes reconstruidas utilizando 

el único parámetro de enfoque/eje-Z optimizado, son borrosas y no es posible 

interpretarlas adecuadamente. En estos casos, tuvimos que repetir el procesamiento 

del holograma, empleando el software Horus, para distintos valores del parámetro 

de enfoque/eje-Z. En cada caso encontramos que al menos un parámetro de 

enfoque/eje-Z fue capaz de reconstruir una imagen con calidad adecuada para 

realizar un diagnóstico confiable.  

La razón por la cual, casi un 11% de los cultivos MODS, a diferencia de los 

cultivos celulares para los cuales el sistema de microscopía sin lentes Cytonote fue 

originalmente diseñado, requieren un parámetro de enfoque/eje-Z a medida, podría 

deberse a que las estructuras de cordones asociadas a las colonias, se forman no 

necesariamente en un mismo plano con respecto al nivel del pozo. Los cordones de 

TB, pueden doblarse y alcanzar una compleja estructura en 3 dimensiones o podrían 

crecer montados sobre algunos restos contaminantes, formándose por lo tanto en 

planos distintos, por lo cual requieren parámetros de enfoque/eje-Z optimizados 

para la muestra específica. Esto representa una importante limitación de la 

aplicación de la tecnología de microscopía sin lentes. Creemos, sin embargo, que 

una mejora para los softwares de reconstrucción, podría ser que de manera 

automática reconstruyan las imágenes de los hologramas, para distintos parámetros 
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de enfoque/eje-Z en un cierto rango alrededor del parámetro óptimo inicialmente 

estimado.  

Otra limitación identificada fue la formación de condensación en las tapas 

de las placas de MODS generado al momento de sacarlas de la incubadora 

ocasionando pérdida de la calidad de las imágenes. Si bien el sensor CMOS apunta 

a la placa por debajo de esta, la fuente de luz ilumina y atraviesa la muestra desde 

arriba, pasando a través de la tapa. Sin embargo, esto fue subsanado aplicando calor 

sobre la placa utilizando una sopladora de aire caliente. 

Este estudio demuestra que la microscopia sin lentes Cytonote permite la 

detección temprana y automática de cultivos MODS, respondiendo a necesidades 

básicas de los usuarios. Además, este estudio es la base para el desarrollo de nuevos 

dispositivos de imágenes 100% automáticos que permitan la detección y monitoreo 

simultáneo dentro de una incubadora de una placa completa de 24 pocillos para 

evaluar varios cultivos facilitando el diagnóstico de TB-MDR en un tiempo corto. 

El evaluar un único pocillo requiere la inspección de 25 campos microscópicos con 

un aumento de 100X para un experto en MODS lo cual puede tomar de 4-5 minutos 

para un operador no experto, lo cual, usando microscopía sin lente, dicha captura 

se realiza en un instante. Esto abre posibilidades prometedoras para desarrollar 

sistemas automatizados más rápidos para el diagnóstico de TB basados en cultivos 

MODS. El enlace de un microscopio sin lentes, con un algoritmo de reconocimiento 

de patrones, que permita un diagnóstico rápido y automático, sería una herramienta 

importante para ayudar y simplificar el diagnóstico de TB basado en MODS. 
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VI.2. Discusión integrada 

 

El presente trabajo doctoral aporta a partir de los tres estudios referidos un 

conjunto de nuevas técnicas y herramientas microbiológicas simples, básicas y 

económicas que permitan mejorar la detección de casos de TB y la TB-DR. Los 

trabajos señalados surgen en base a la necesidad de mejorar las estrategias 

microbiológicas actuales y que son aun de uso amplio en los países en vías de 

desarrollo. De igual forma, estos trabajos han permitido plasmar en forma sencilla 

y breve el acceso a conocimiento nuevo para el manejo microbiológico de la TB. 

Los trabajos planteados en esta tesis doctoral se dan como respuesta a los 

problemas concretos, antiguos y vigentes para el diagnóstico microbiológico de la 

TB. Lo descrito en los trabajos mencionados en este manuscrito son claramente 

insuficientes para abarcar los problemas en la detección de los casos y del 

reconocimiento rápido de la resistencia a los fármacos. Sin embargo, aporta nuevas 

herramientas y alternativas de optimización de métodos existentes que permitan 

frenar o mejorar el avance de la TB especialmente en países con bajos recursos.  

El trabajo realizado en esta tesis doctoral no implica la culminación de 

trabajos publicados solo para el conocimiento científico sino marca el inicio de más 

estudios relacionados que permitan mejorar los hallazgos encontrados y de nuevos 

retos diagnósticos que permitan controlar la propagación de la enfermedad. En el 

caso de las variantes microbiológicas propuestas ha permitido su implementación 

como justificación científica en nuestro laboratorio y en el laboratorio referencial 

de TB de la Dirección de Salud del Callao tanto para muestras de esputo y muestras 

extrapulmonares como parte de sus estrategias para mejorar la detección de casos 
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en forma oportuna. Con respecto a las variantes microbiológicas descritas para el 

desarrollo de algoritmos de reconocimiento, nuestros hallazgos iniciales sirvieron 

de argumento para el desarrollo de algoritmos de reconocimiento de imágenes para 

extendidos coloreados tanto para ZN y AF, en ambos casos, los resultados 

obtenidos son positivos, se reportó que el uso de las variantes produce imágenes 

más limpias, rechazando con éxito los objetos clasificados como no bacilos en 

>90% de los casos como lo describe Del Carpio et al., (2019) y Dianderas et al., 

(2020).  

Asimismo, el uso de las placas de microtitulación en caldo usando la placa 

UKMYC6 para la detección de la CMI a diversos fármacos propuesto por el 

Consorcio CRyPTIC (Predicción integral de la resistencia a la tuberculosis: un 

consorcio internacional) están impulsando mejorar en el control de la TB resistente 

y apoyar a la estrategia End TB de la OMS para un mejor, rápido y efectivo 

tratamiento de la TB-DR. Ha permitido en su estudio el mapeo de variaciones 

genéticas en el genoma de MTB que confieren resistencia a múltiples fármacos en 

20 632 aislados de 11 diversos países del mundo; asimismo, proporciona evidencia 

que respalda el uso de las placas UKMYC6 en el camino a la obtención de pruebas 

universales para el tratamiento mejorado e individualizado de cada paciente 

afectado. Nuestro estudio permitió caracterizar un conjunto de cepas resistentes 

epidemiológicamente representativas de todo el Perú demostrando resultados 

alentadores y permitió caracterizar otros fármacos utilizados en el control de la TB 

tanto nuevos como otros recientemente propuestos por la OMS. Actualmente, una 

nueva versión de la placa UKMYC6 está siendo evaluada con aislados de Lima por 
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un grupo independiente de investigación del Perú utilizando similares fármacos 

(comunicación personal).   

Optimizar herramientas diagnósticas que han evidenciado ser sencillas, 

robustas y de amplio uso en diferentes entornos como el método MODS es tener la 

oportunidad de mejorarlas y masificar aún más su uso en el diagnóstico de la TB y 

TB-MDR, lo desarrollado no es suficiente. Bajo este panorama, somos testigos en 

estos años del desarrollo de la I+D+I en el campo de la microscopia y de la TB. La 

creciente alza de la TB-DR en el mundo nos ha confirmado que el uso de un sistema 

de microscopia sin lentes es útil para la inspección por imágenes digitales de los 

cultivos MODS y para la detección de MTB ofreciendo rapidez y simplicidad para 

las lecturas, Sin embargo, presenta ciertas limitantes que se deben abordar y sienta 

las bases para el desarrollo de nuevos dispositivos de imágenes completamente 

automáticos que permitan la detección y monitoreo simultáneo de una placa 

completa de 24 pocillos en una incubadora, facilitando el diagnóstico de TB-MDR 

en un tiempo corto. 

Finalmente, los estudios descritos en esta tesis doctoral se considera que dan 

un aporte científico microbiológico importante y relevante para la búsqueda de 

herramientas fáciles y simples para posibilitar el diagnóstico de la TB y de la TB-

DR especialmente en países donde son escasos los recursos y presentan alta carga 

de la enfermedad.    
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VII. CONCLUSIONES  

 

Estudio 1:  

- Las variantes microbiológicas propuestas en el estudio mejoraron la 

sensibilidad de la baciloscopia directa estándar en 7.1% y 2% tanto en 

muestras de esputo coloreadas con ZN y con AF.  

- La variante pellet diluido presentó menos detritus en un 41.6% y 3.7% tanto 

en muestras de esputo coloreadas con ZN y AF con respecto a la 

baciloscopia directa estándar. 

- La carga bacilar fue significativamente mayor tanto en los frotis e imágenes 

digitales utilizando las variantes propuestas coloreadas con ZN y AF 

comparado con la baciloscopia estándar.  

- El método de filtración positiva mostró mayor volumen filtrado en menor 

tiempo y similar recuento de micobacterias a la filtración negativa y al 

método directo.  

 

Estudio 2:  

- El método de microdilución en caldo utilizando la placa UKMYC6, 

demostró rapidez para obtener resultados (14 días en el 80% de las placas) 

y buen desempeño para caracterizar las CMIs de diversos fármacos (99% 

de MIC validos), así como fármacos nuevos y otros repropuestos 

recientemente. 

- El método de microdilución en caldo mostró alta concordancia en la 

susceptibilidad de rifampicina, isoniazida, kanamicina y levofloxacina y 
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modesta concordancia con etambutol y etionamida al ser comparado con el 

APM. 

 

Estudio 3:   

- El uso del sistema de microscopio sin lentes Cytonote genera imágenes 

claras de los cordones de MTB en los cultivos MODS, facilitando el 

diagnóstico de la TB en un tiempo más corto. 

- Las imágenes obtenidas con Cytonote usando el enfoque automático y 

manual mostraron sensibilidades del 86.7%/97,4% para los cultivos de 

cepas puras y de 70.3%/86,6% para los cultivos de esputo comparado con 

el método MODS. 
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VIII. LIMITACIONES  

Estudio 1 

Las variantes microbiológicas propuestas mejoraron la sensibilidad para la 

detección de bacilos de MTB en muestras de esputo en comparación con el frotis 

directo, sin embargo, se necesitan evaluar una mayor para cantidad de muestras para 

confirmar estas mejoras en la coloración de auramina en donde no se encontró 

diferencias estadísticas de las variantes con respecto a la baciloscopía directa. 

 Las variantes propuestas aclararon los frotis al disminuir los detritus 

presentes para el recuento bacilar en un menor tiempo sin embargo esta variable no 

fue evaluada en este estudio. Asimismo, los recuentos microscópicos tanto en los 

frotis directo y en las variantes con ambos métodos de coloración no son 

comparables con el análisis de imágenes dado que este último solo consideró 4-5 

imágenes por lamina coloreada sin embargo los recuentos realizados fueron 

significativamente superiores al compararse con el frotis directo, asimismo estas 

imágenes fueron evaluadas posteriormente utilizando algoritmos de detección tanto 

para ZN y AF, donde la variante pellet diluido brindo mejor sensibilidad en las 

evaluaciones.   

     Los sistemas de filtración evaluados con cierta frecuencia presentaron 

obstrucciones que dependían de la viscosidad de las muestras de esputo, asimismo, 

el tratamiento previo de las muestras para filtrar tomaba un tiempo prolongado a 

comparación del frotis directo. Es importante reducir estos eventos y para ello se 

necesitan más estudios que permitan disolver mejor las muestras de esputo con 

pocos y simples procesos. 
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 Estudio 2 

   El método de microtitulación en placa permitió la primera descripción del 

perfil integral de resistencia a través de la CMI de una muestra representativa (a 

nivel de prevalencia) de cepas de MTB del Perú, sin embargo, se requiere más 

evaluaciones para analizar su reproducibilidad para obtener un sistema optimizado 

que pueda recomendarse para uso clínico.  

No se obtuvo información de susceptibilidad por APM para algunos 

fármacos utilizados en el tratamiento de la TB incluyendo los fármacos nuevos y 

repropuestos últimamente por la OMS para los análisis, sin embargo, se destaca la 

versatilidad del BMD para evaluar gran diversidad de fármacos en un solo ensayo. 

  

Estudio 3 

Se requiere la optimización de los parámetros de enfoque de la microscopia 

sin lentes Cytonote especialmente para los cultivos de muestras de esputo dado a 

que, a diferencia de los cultivos de células, los cordones MODS no se forman sobre 

un mismo plano al nivel del pozo, estos pueden adquirir una estructura 

tridimensional o desarrollarse en distintos planos junto a restos o detritus propios 

de la muestra. 

  La presencia de detritus y/o células en los cultivos de esputo, así como 

muestras con abundantes cordones que forman conglomerados, no permite 

distinguirse en las imágenes a comparación de las imágenes obtenidas en la 

observación directa a través de un microscopio invertido convencional. Por tanto, 
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los resultados con Cytonote dependen de la experiencia del personal que realiza las 

lecturas y de la optimización futura que se dé al sistema. 

 La condensación en las tapas de las placas MODS, al retirarlas de la 

incubadora, produce bajo nivel de enfoque en algunas imágenes sin embargo en 

nuestro estudio se solucionó aplicando calor a la placa con un soplador de aire 

caliente.  
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 IX. RECOMENDACIONES 

 

  En base a las conclusiones y limitaciones ya descritas en esta tesis doctoral de los 

estudios ya mencionados se describen las siguientes recomendaciones: 

1. Las variantes microbiológicas podrían ser parte de las estrategias de los 

programas de TB para la detección oportuna de casos. Es necesario más 

estudios que impulsen su utilidad de estas variantes, así como explorar más 

su utilidad en el desarrollo de algoritmos de reconocimiento. 

2. Es prioritario contar con herramientas simples que permitan determinar el 

patrón de resistencia a múltiples fármacos en un solo paso para mejorar la 

tasa de éxito al tratamiento y cortar la trasmisión de la TB-DR. El uso de la 

placa UKMYC6, está demostrando ser una herramienta conveniente que 

permite un tratamiento individualizado y se está analizando actualmente su 

rendimiento para desarrollar un sistema optimizado que pueda 

recomendarse en corto plazo para el uso clínico. 

3. La microscopía sin lentes Cytonote utilizando imágenes digitales emerge 

como una plataforma prometedora que permite la detección temprana y 

automática de los cordones típicos de MTB en los cultivos MODS, sin 

embargo, se requiere optimizar su sistema de enfoque. Además, se concluye 

que futuras investigaciones deben abordar las limitantes encontradas y 

facilite en tiempo corto el diagnóstico de la TB y TB-MDR. 
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