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La tuberculosis (TBC) es una
enfermedad infecto-contagiosa causada por
el Mycobacterium tuberculosis. La Organi-
zacion Mundial de la Salud reporté en el afio
2014 que esta enfermedad afecté a 6,3
millones de personas en todo el mundo; de
éstos el 58% fue bacteriolégicamente
confirmado. La baciloscopia contintia siendo
internacionalmente la herramienta primaria
en el diagndstico de la TBC pulmonar activa.
En el siguiente articulo se evalla y destaca la
importancia del control de calidad de la
baciloscopia en los laboratorios respon-
sables del diagndsticode la TBC.
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Resumen
Introduccion: La baciloscopia es la

herramienta primaria en el diagndstico de la
tuberculosis (TBC) pulmonar activa, siendo

esta la técnica mas utilizada internacio-
nalmente en la busqueda de casos infeccio-
sos. El control de calidad consiste en la
relectura de las ldminas por un observador
altamente calificado.

Objetivo: Evaluar y destacar la
importancia del control de la calidad de la
baciloscopia en los laboratorios provinciales
encargados del diagnéstico de TBC en Cuba.
Material y Métodos: Este estudio fue realizado
en el Laboratorio Nacional de Referencia e
Investigaciones de Tubercu-losis, Lepra y
Micobacterias del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri”, La Habana, Cuba.
Fueron evaluadas 2.676 ldminas recibidas en el
periodo de enero de 2013-diciembre de 2014,
procedentes de los diferentes Centros
Provinciales de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia de Cuba, incluido el Municipio
Especial Isla de la Juventud.

Resultados: Hubo 2.664 (99,5%)
laminas concordantes, la concordancia obte-
nida para las laminas positivas fue 96,5% y las
negativas 99,8%. Se identificaron 12 errores de
lectura: 7 (3,5%) falsos positivos, 5 (0,2%)
falsos negativos. Se calificaron laminas con
calidad de la muestra adecuada en 2.039
(76,2%), presentaron deficiencias en la
realizacion de la extension 1.464 (54,7%), y la
tincion fue adecuada en 2.343 (87,6%). El
indice de kappa fue de 0.9674.

Conclusion: Aunque hubo una ade-
cuada concordancia entre las observaciones
realizadas, se recomienda mejorar la calidad
del extendido, mantener programa de
entrenamiento al personal que realiza esta
actividad, al igual que las supervisiones
periddicas por parte de especialistas, para
continuar mejorando la calidad del diag-

néstico.

Palabras clave: Baciloscopia,
tuberculosis, control de calidad.

Introduccion

La tuberculosis (TBC) es una
enfermedad infecto-contagiosa causada por
Mycobacterium tuberculosis. La Organiza-cion
Mundial de la Salud reporté en el afio 2014
que esta enfermedad afectd a 6,3 millones de
personas en todo el mundo; de éstos 58% fue
bacteriolégicamente confirmado (1).

La baciloscopia continta siendo
internacionalmente la herramienta primaria
en el diagndstico de la TBC pulmonar activa;
esta es la prueba mas utilizada no sélo en la
busqueda de casos infecciosos de la
comunidad, sino ademas como medidor de la
eficacia del tratamiento en estos pacientes
(2,3).

El control de calidad (CC) de la
baciloscopia es un sistema disefiado para
mejorar la habilidad, eficiencia y el uso de la
microscopia, como opcién de diagndstico y
monitoreo. Por otra parte, constituye un
proceso de supervision eficaz y sistematico de
los resultados del trabajo de los labo-ratorios;
asegura, ademas, que la informa-cién sea
exacta, fiable y reproducible. Consta de tres
componentes: CC (externo e interno),
comprobaciéon de habilidad y perfeccio-
namiento de la calidad del diagndstico (4-6). El
CC externo es el proceso para determinar el
nivel de desempefio del personal de
laboratorio que incluye: la evaluacion in situ,
re-lectura de las laminas de esputo, el
mejoramiento de la calidad, donde a través de
los servicios de diagndstico son analizadas las
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deficiencias encontradas y se toman medidas
correctivas oportunas (7,8).

En Cuba el Programa Nacional de
Control de la Tuber- culosis (PNCTB) vy el
Ministerio de Salud Publica trabajan conjun-
tamente con el objetivo de controlary eliminar
la TBC como un problema de salud. Dentro de
las tareas para lograr este propdsito se
encuentra el mejoramiento del sistema de
vigilancia, donde el CC de la baciloscopia (BK)
es de suma importancia (9,10).

El objetivo de nuestro trabajo fue
evaluar y destacar la importancia del control
de la calidad de la baciloscopia en los
Laboratorios Provinciales encargados del
diagndstico de TBC en Cuba.

Materiales y Métodos

Se evalud un total de 2.676 lami-nas
de esputo, recibidas en el Laboratorio Nacional
de Referencia e Investigaciones de
Tuberculosis, Lepra y Micobacterias del

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(LNRTBL-IPK), La Habana, Cuba, durante el
periodo enero de 2013 a diciembre de 2014.
Los Centros Provinciales de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM),
incluido el Municipio Especial Isla de la
Juventud enviaron de forma mensual 10% de
las Idminas de esputo negativas, y 100% de las
laminas positivas.

La re-coloracion y la codificacion de las
ldminas se realizaron, segun lo estable-cido en
el PNCTB (11), como se describe a
continuacion.

Para realizar la re-coloracion de las
ldminas de esputo BAAR (bacilos acido alcohol
resistente) no fue necesario decolo-rar la
ldmina para realizar la nueva tincién y se filtrd
la fucsina antes de ser utilizada.

Se cubrié con fucsina el portaobjeto y
se aplicd calor hasta emision de vapores,
dejandose actuar por 10 min.
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- Se enjuago con abundante agua y se escurrio.
- Se aplicd alcohol clorhidrico al 3% por dos
minutos.

- Se enjuagd con abundante aguay se escurrid.
- Se cubrid el portaobjeto con azul de metileno
1% por 45 seg.

- Se enjuagd con abundante agua y se dejo
secar al aire.

Luego se procedid a realizar la
codificacion de la ldmina de acuerdo al numero
de bacilos observados en cuatro lineas
(observacion aproximada 250-300 campos
Opticos [COY]).
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Para la evaluacién de la calidad de las
laminas enviadas se tuvo en cuenta:

Calidad de las lecturas

Se clasificaron los errores de laforma
siguiente:

- Falso positivo (FP): Ldminas consideradas
positivas por el laboratorio evaluado, que
resultaron negativasen el LNRTBL-IPK.

- Falso negativo (FN): Ldminas consideradas
negativas por el laboratorio evaluado, que
resultaron positivasen el LNRTBL-IPK.

- Errores de codificacién (EC): Laminas
positivas, donde se obtuvieron diferencias
cuantitativas en dos o mas valores de
codificacion por parte de los evaluadores del
LNRTBL-IPK, en relaciéon a la codificacion
realizada porellaboratorio evaluado.

Los calculos de las tasas de falsos
positivos (FP) y falsos negativos (FN) se
realizaron aplicando las siguientes formulas:
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Los valores adecuados de tolerancia
de errores de lectura para un desempefio
adecuado del laboratorio fueron para (6,8-
10):

-FP:Hasta5%
-FN:Hasta 1%
-EC:Hasta5%

Calidad de lamuestra

Se evalué de forma microscopica e
indirecta (la calidad de la muestra) y se
clasificé en:

- Mucopurulenta: Donde la mayoria de los
campos presentaron leucocitos, ademds de
mucus.

- Mucosa: Donde la mayoria de los campos
presentaban mucus con muy aislados

leucocitos.

- Saliva: Donde la mayoria de los campos se
observaron células epiteliales, morfologia
bacteriana propia de microbiota normal y
muy escaso mucus.

Calidad del extendido

Se evalué macro y microscopica-
mente la extensién de la muestra y se
clasifico en:

- Bueno: Si ocupd los 2/3 de la lamina
portaobjeto, si el extendido estuvo
homogéneamente distribuido y sila mayoria
de los campos presentd cantidad suficiente
de material, de manera que al mover el
micrométrico se pudo observar de uno a tres
niveles.

- Fino: La mayoria de los campos presentaron
escaso material.

- Grueso: La mayoria de los campos
presentaba abundante material y al moverel
micrométrico se observo mas de tres niveles.

- No homogéneo: El extendido presentd
zonas finasy gruesas.

Calidad de la coloracién de Ziehl-Neelsen
(zN)

- Buena: Laminas donde se pudo realizar la
lectura de al menos 250a 300 CO sin cristales
de fucsina y que no presentara falta de
decoloracion.

- Buena (con cristales de fucsina): laminas
donde seleyeronde 2502300 CO, a pesar de
que se encontraron restos de cristales de
fucsina bdsica fenicada.

- Buena (con falta de decoloracion): ldaminas
donde se observaron de 250 a 300 CO, a
pesar de que en el resto del extendido
presentaba decoloracioninsuficiente.

- Deficiente: la presencia de cristales o la
falta de decoloracién no permitieron leer
correctamente almenos de 250a 300 CO.

Enla Tabla 1 se muestra un resumen
de los indicadores evaluados, explicados
anteriormente.

El andlisis estadistico para deter-
minar el indice de Kappa (IK) se realizd
utilizando el Programa para Analisis
Epidemioldgico de Datos Tabulados EPIDAT,
version 3.1, con un intervalo de confianza del
95%.
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Resultados

Se evalué un total de 2.676 laminas
de esputos recibidas en el LNRTB-IPK. De
éstas, 200 se recibieron como positivas y
2.476 como negativas. Se detectaron 12
errores de lectura; siete (3,5%) falsos
positivos, cinco (0,2%) falsos negativos
(Tabla 2).
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Tabla 2. Concordancia obtenida de acuerdo
altotalde laminas positivas y negativas
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El total de ldaminas concordantes fue
de 2.664, para una concordancia general de
99,5%. La concordancia obtenida para las
laminas positivas fue de 96,5% y una
discordancia de 3,5%. Para las laminas
negativas la concordancia encontrada fue de
99,8% con sélo 0,2% de discordancia, siendo
estos valores aceptables para un desempeiio
adecuado dellaboratorio (Tabla 2).

Los indicadores de calidad de forma
general fueron aceptables. El estadigrafo 1K
fue de 0,9674 (intervalo de confianza
(0,9490-0,9858), siendo un valor muy
cercanoal, paraunaconcordancia elevada.

Con respecto a la calidad de la
muestra, 2.039 (76,2%) de las laminas
evaluadas se calificaron como mucosas o
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muco-purulentas (calidad de la muestra
adecuada) y 637 (23,8%) muestras fueron
saliva. Sobre la calidad del extendido se
evaluaron con extendido adecuado 1.212
(45,3%) laminas, y 1.464 (54,7%)
presentaron deficiencias en la realizacion de
la extension. La tincién fue buena o buena
con cristales de fucsina en 2.43 (87,6%)
ldminas. Se clasifico como tincién no
adecuada333(12,4%)laminas.

Discusion

El examen directo sigue siendo
actualmente la técnica mas apropiada para
la deteccidon de los pacientes con TBC
pulmonar activa. El programa de control de
calidad del examen directo de TBC debe
estar adecuadamente implementado y
monitoreado, lo cual es indispensable para
obtener un elevado grado de confiabilidad.
Su funcién primaria es identificar los
laboratorios que necesiten un entrena-
miento técnico adicional para realizar el
examen microscopico, ademas de realizar
adecuadas supervisiones periddicas con la
finalidad de mejorar la calidad de los
servicios de la microscopia (11-13).

Durante la investigacién se encontré
una concordancia elevada (99,5%), con una
discordancia general de sélo 0,5%. El IK muy
cercano a 1 (0,9674) obtenido en el estudio
fue casi perfecto, segun la clasificacion de
Viera, A. J (14). Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Martinez y
cols., en un estudio realizado en los
laboratorios de diagndstico de TBC de los
CPHEM de las provincias de Cuba en el afio
2012 (Concordancia de 99,4% e IK = 0,8105)
(12).

La tasa de FP calculada en el estudio
fue superior a la obtenida por Selvakumary
cols., en un trabajo realizado en la India
durante el afio 2003, donde la tasa de FP
oscilé de 0 a 1,2%,; por otro lado, la tasa de
FN encontrada en la presente investigacion
fue menor (0,2%) que la de este autor (1,7-
4,7%). Las diferencias en la identificacion de
FP pudieran estar dadas porque estos paises
poseen una alta carga de TBC, por lo que la
positividad en los examenes directos es
mucho mayor; en consecuencia, existe un
mayor numero de ldminas a evaluar de CC
con una probabilidad mayor de encontrar
mas errores de lectura (15-17).

Los cuatro errores de codificacién
(EC) que se identificaron en este estudio
fueron en laboratorios diferentes. Segun la
literatura internacional (12) se considera al
EC un error de lectura si existe tendencia a
repetir este parametro en un mismo labora-
torio, lo cual no sucedié en este trabajo.

La proporcion de laminas con
deficiencias en la extension fue mayor de
50%, superior alo encontrado por Martinezy
cols, en Cuba, en un estudio similar en el afio
2006, donde obtuvo el porcentaje 5,8% de
laminas deficientes6. Kuzsnier y cols en
Santa Fé, Argentina, en el 2001, reportaron
resultados inferiores a nuestra investigacion
con 34,7% de laminas donde se identificaron
deficiencias técnicas relacionadas con la
extension (15). Las deficiencias obtenidas en
el presente estudio pudieran estar rela-
cionadas por la poca estabilidad del personal
de laboratorio dedicado a realizar esta
actividad durante el periodo de estudio y la
incorporacién de técnicos sin la experiencia
necesaria. Para mejorar la calidad del
diagndstico de la TBC es imprescindible que
el personal este previamente entrenado en
realizar elexamen directo.

El control de calidad de la muestra,
desde el punto de vista del procedimiento
microscopico, hasta este momento no se
realizaba como parte del CC de la BK en
Cuba. Por primera vez, éste se introduce en
el PNCTB, lo que ha permitido determinar
de forma indirecta la calidad de las mismas.
Este estudio determind que la proporcion de
muestras mucosas y mucopurulentas fue de
76,2%, valores mayores de lo esperado. Esta
resulta similar a la descrito por Kuzsnier y
cols.,enelafio 2001 (73,7%) (15).

El control de la calidad del extendido
y la coloracién de ZN arrojé valores por
debajo de lo esperado segun indica la
literatura internacional. Al realizar la
coloracion de ZN, es sumamente importante
utilizar una adecuada técnica, pues ésta
puede influir en gran medida en la calidad de
la lectura y ser causa de resultados FP y FN.
Aproximadamente 46% de los FP han sido
relacionados con deficiencias en la
coloracién, tales como: la presencia de
cristales de fucsina que, en ocasiones puede
traer confusién al microscopista, si éste no
tiene suficiente experiencia para
diferenciarlos de los bacilos, y la pobre

decoloraciéon con el alcohol acido. Por otra
parte, uninsuficiente calentamiento durante
la tincidn, puede afectar el grado de
retencion de la fucsina por el bacilo y
producir resultados falsamente negativos
durante la realizacidn de la relectura de las
laminas. Otra causa de FN seria la poca
concentracion bacilar por mL de muestra
(15,17).

Existen otras causas que pueden
influir en las diferencias entre las lecturas.
Los BAAR pueden volverse invisibles des-
pués de dos a tres semanas bajo condiciones
de alta temperatura, humedad y exposicidn
a luz solar. Por otro lado, la fucsina basica no
es estable en altas temperaturas y climas
hdmedos, lo que ocasionaria FN; de ahi que
la incorporacién de la re-coloracién de las
|[dminas antes de realizar la relectura, es de
gran importancia para evitar errores (12,17-
20).

De forma general, podemos decir
que aunque hubo una concordancia
adecuada entre el LNRTBL-IPK y los
laboratorios provinciales encargados del
diagndstico de TBC, se identificaron
deficiencias al realizar el extendido y en la
coloracion de ZN. Como consecuencia,
recomen- damos no descuidar las continuas
supervisiones, mantener un programa de
entrenamiento constante del personal que
realiza esta actividad, para continuar
mejorando la calidad de la baciloscopia o
examen directo BAAR, herramienta
extremadamente util en los laboratorios de
lared de Cuba.
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