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calidad de la baciloscopia de tuberculosis en Cuba

RESUMEN

Antecedentes: E/ control de calidad de la bacilos-
copia para la busqueda de bacilos dcido-alcohol re-
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sistentes (BAAR) es esencial para el
buen funcionamiento del trabajo del la-
boratorio.

Objetivo: Evaluar nuevos métodos para
el control de calidad de la baciloscopia
para BAAR en Cuba.

Método: Se evaluaron 2,058 laminas,
1,518 por el método de rechequeo a
ciegas y 540 utilizando el panel de lami-
nas, entre enero de 2004 y diciembre de
2006. Participaron laboratorios seleccio-
nados de las provincias de Ciudad de La
Habana y Las Tunas. El rechequeo se
realizé trimestralmente y se efectuaron
dos controles; el primero, en los Labora-
torios Provinciales de Microbiologia de
las provincias que participaron en el es-
tudio, y el segundo en el Laboratorio
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ABSTRACT

Background: Quality control of smears for acid fast
bacilli (AFB) is essential for the correct function of
the specialized laboratory.

Objective: To evaluate two new methods for qual-
ity control of sputum smears for AFB in Cuba.
Method: Between January 2004 and December
2006, 2,058 smears were evaluated, 1,518 by the
blinded rechecking method and 540 by the panel
testing method. Selected laboratories from Havana
City and Las Tunas provinces participated. Recheck-
ing was applied quarterly and two controls were
done, the first at the Provincial Laboratories of Mi-
crobiology of the participating counties and the sec-
ond at the National Reference Laboratory (NRL), In-
stitute Pedro Kouri. The panels were prepared and
validated at the NRL before their twice a year appli-
cation.

Results: With the rechecking method, we identified
4 reading errors during the first control, and 33 in
the second. The general rate of errors, the rates of
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Nacional de Referencia, Instituto de Medicina Tro-
pical "Pedro Kouri". Los paneles fueron preparados
y validados en el Laboratorio Nacional de Referen-
cia antes de ser aplicados en forma semestral.
Resultados: Con el método de rechequeo, durante
el primer control se identificaron cuatro errores de
lectura y 33 en el segundo. La tasa general de erro-
res, las tasas de falsos positivos y falsos negativos, no
superaron el 5% en los dos controles realizados.
Los indicadores de calidad mostraron valores supe-
riores al 99%, con un indice Kappa general de
0.9926 (p > 0.05). Con el panel fueron detectados
63 errores de lectura.

Conclusiones: La concordancia obtenida utilizando
el método de rechequeo, entre los dos laboratorios
que realizaron los controles, fue elevada y los indi-
cadores de calidad mostraron valores aceptables. La
aplicacion de los paneles de laminas permitié iden-
tificar los laboratorios donde el personal necesita-
ba de un entrenamiento adicional para mejorar la
calidad de la baciloscopia para BAAR.

INTRODUCCION

El diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis
(TB) depende del examen directo del esputo en
busqueda de bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) y/o del aislamiento de Mycobacterium
tuberculosis (MTb) en el cultivo."? En la mayor
parte del mundo, la baciloscopia es la herramien-
ta primaria para el diagndstico de la TB pulmonar
activa, constituye la piedra angular en la biisqueda
de los casos infecciosos y es Util para evaluar la
respuesta al tratamiento y las tasas de curacion.>*

La deteccion y diagnéstico de casos, el con-
trol de calidad (CC) periddico de la baciloscopia
en la red de laboratorios, y la supervisiéon y en-
trenamiento continuos del personal de laborato-
rio, son aspectos esenciales dentro de la estra-
tegia "Directly Observed Treatment Short
Course" (Tratamiento Acortado Estrictamente
Supervisado).®

El CC de la baciloscopia es un proceso de su-
pervision sistematica y eficaz de los resultados del
trabajo de los laboratorios y asegura que la infor-
macién generada sea exacta, confiable y repro-
ducible;® representa un elemento indispensable
para el funcionamiento eficaz del Programa Na-
cional de Control de la TB (PNCTB)’ e incluye el
proceso de recoleccién del esputo, preparacion

false positives and false negatives were not over 5%
in the two controls carried out. The quality indica-
tors showed values over 99%, with a kappa index
of 0.9926 (p > 0.05). With the panel testing meth-
od 63 reading errors were detected.

Conclusions: By the blinded rechecking method,
the agreement obtained between the two laboratories
was high and the quality indicators showed accept-
able values. The application of the panels testing al-
lowed identification of the laboratories where the
personnel needed additional training in order to
improve their reading quality for AFB.

de los frotis, tincién, examen microscépico, regis-
tro e informacién de los resultados.®?

En Cuba, el PNCTB establece realizar el CC
al 100% de las laminas de esputo positivas y al
10% de las negativas enviadas mensualmente
por los laboratorios de la red de diagnoéstico de TB
a laboratorios de referencia provinciales y éstos a
su vez, al Laboratorio Nacional de Referencia
e Investigaciones en TB y Micobacterias del Ins-
tituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (LNR-
TB-IPK), sin recolorear las laminas antes de la
relectura.™

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
y la Unién Internacional contra la TB y Enfer-
medades Respiratorias (UICTER), basados en
estudios recientes sobre la calidad del diagnos-
tico de la baciloscopia, publico en el 2002 el
manual "External Quality Assessment for AFB
Smears Microscopy", donde recomiendan dos
nuevas modalidades para el CC: el rechequeo
de laminas a ciegas (RLC) con previa recolora-
cion de las laminas antes de la relectura y el
panel de laminas.®

El presente trabajo tiene como proposito eva-
luar esos dos métodos para el control de calidad
de la baciloscopia, como una nueva herramienta
para mejorar la calidad del diagnéstico bacilosco-
pico de la TB pulmonar en Cuba.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 en el LNRTB-IPK (Centro
Colaborador OPS-OMS) entre enero de 2004 y
diciembre de 2006 evaluando 2,058 laminas de
esputo, 1,518 por el método de RLC y 540 por
el panel de laminas (PL).

El sitio de aplicacion del RLC y del PL apare-
ce en el anexo 1*.

Rechequeo de laminas a ciegas. Se realizd
de forma trimestral, y sin el conocimiento previo
de los resultados a los laboratorios que con mas
frecuencia encontraron baciloscopias positivas.
Estuvo conformado por 15 ldminas negativas; de
ellas, 6 no fueron confirmadas por cultivo ni otro
tipo de complementario y 9 incluyeron las si-
guientes categorias: casos con BAAR negativa con
cultivo positivo, BAAR negativa diagnosticados
por radiologia, pacientes con sospecha de TB 'y
pacientes en seguimiento del tratamiento, ade-
mas de todas las laminas BAAR positivas diagnos-
ticadas en cada trimestre de estudio.’

Se realizaron dos controles, uno fue por los
laboratorios de referencia provinciales de TB de
ambas provincias y el otro por el LNRTB-IPK.

Todas las laminas de esputo fueron recoloreadas
antes de realizar la relectura en ambos laboratorios.
El procedimiento de recoloracion se realizdé con
una fucsina basica mas concentrada (1%), dejan-
dola actuar 10 minutos luego de aplicar calor hasta
la emisién de vapores;? después de enjuagar con
suficiente agua se aplico una solucion de alcohol
clorhidrico al 3% por 2 minutos, se realizé un la-
vado con suficiente agua y luego se colore6 con
azul de metileno por 45 segundos.

Una vez realizado el segundo control (LNRTB-
IPK), los resultados de los laboratorios evaluados
fueron solicitados a las unidades para comparar
los datos obtenidos. Cuando se identificaron erro-
res de lectura (EL), las laminas fueron coloreadas
y codificadas nuevamente antes de emitir el re-
sultado final. EI LNRTB-IPK (laboratorio coordina-
dor), fue el responsable de resolver los resultados
discordantes y del envio de los mismos junto a la
evaluacién y hacer recomendaciones, en caso
necesario, a las autoridades de salud.

* (Los interesados en el sitio de aplicacién de éstos, favor de
solicitarlo a los autores)

Nuevos métodos para el control de calidad de la baciloscopia

La codificacién de las laminas se establecié por
el nimero de BAAR observados en 250-300
campos 6pticos (dos verticales y dos horizonta-
les), seglin lo establecido en el PNCTB de
Cuba.™

Los errores de lectura fueron clasificados de la
forma siguiente:

Falso positivo alto (FPA): Laminas evaluadas
como positivas con codificacion alta (7-9) por el
laboratorio evaluado, que resultaron negativas por
el laboratorio controlador.

Falso positivo bajo (FPB): Laminas evaluadas
como positivas con codificacién baja (1-6) por el
laboratorio evaluado, que resultaron negativas por
el laboratorio controlador.

Falso negativo alto (FNA): Laminas evaluadas
como negativas por el laboratorio evaluado, que
resultaron positivas con codificacion alta (7-9) por
el laboratorio controlador.

Falso negativo bajo (FNB): Liminas evaluadas
como negativas por el laboratorio evaluado, que
resultaron positivas con codificacion baja (1-6)
por el laboratorio controlador.

Errores de codificacién (EC): Laminas con di-
ferencias cuantitativas en dos o més valores de
codificacién entre el laboratorio evaluado y el la-
boratorio controlador.

Errores mayores: en caso de identificarse FPA
o FNA.

Errores menores: en caso de identificarse FPB,
FNB y/o EC.

Interpretacion de los resultados del RLC: para
un desempeno adecuado del laboratorio se con-
sider6 una tolerancia aceptable hasta del 5% para
el total de resultados falsos positivos (FP), 1%
para los falsos negativos (FN) y hasta el 5% para
los EC, segun lo establecido en las normas inter-
nacionales.""

Analisis estadistico: Se utiliz6 el Programa
para Anélisis Epidemiolégico de datos tabulados
EPIDAT, version 3.1, con un intervalo de con-
fianza del 95%.

Panel de laminas
Se aplico semestralmente a aquellas unidades de

salud que no diagnosticaron casos BAAR positi-
vos o lo realizaron con menor frecuencia. Los
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paneles fueron preparados y validados en el
LNRTB-IPK, a partir de laminas concordantes del
RLC. Estuvieron constituidos por 10 laminas, 5
coloreadas y 5 decoloradas; ambos grupos inclu-
yeron ldminas negativas y laminas positivas con
codificaciones altas (de 7 a 9) y bajas (de 1 a 6),
variando la proporcion de las mismas en las di-
ferentes rondas realizadas.

La evaluacién de los paneles se realizé in situ
por personal entrenado del LNRTB-IPK. Los téc-
nicos de los laboratorios a evaluar realizaron la tin-
cion de Ziehl-Neelsen a las laminas que estaban
destefiidas, y posteriormente procedieron a rea-
lizar la codificacién, con un tiempo de lectura de
10-15 minutos por lamina, aproximadamente.

Para la interpretacion de los resultados, a cada
lamina del panel se le otorgé una puntuacién de
10, para un maximo de 100 puntos. Los resulta-
dos de los laboratorios evaluados fueron compa-
rados con los del LNRTB-IPK. Cuando se identi-
ficaron EL, las laminas se evaluaron nuevamente
por el laboratorio coordinador, antes de emitir el
resultado final.

La evaluacién de desempeno del personal de
laboratorio fue realizada con base en uno de los
cuatro sistemas propuestos en la bibliografia con-
sultada:®

e Sise identificaron resultados FPA o FNA, a la
lamina se le otorgaron O puntos.

 Sise identificaron resultados FPB, FNB o EC, a
la ldmina se le otorgaron cinco puntos.

 Sino se identificaron EL, a la lamina se le otor-
garon 10 puntos.

Se consider6é un desempeno aceptable (DA)
del personal de laboratorios a los que presenta-
ron una puntuaciéon = de 80 puntos. Los resul-
tados obtenidos junto a las recomendaciones, en
caso necesario, fueron enviados a las unidades
participantes en el analisis del PL.

RESULTADOS
Rechequeo de laminas a ciegas

Durante el primer control, realizado en los Labo-
ratorios Provinciales de TB, se identificaron 4 EL,
todos errores menores (Em). En el segundo con-
trol (LNRTB-IPK), se identificaron 33, 2 errores
mayores (EM), y 31 Em (Tabla I).

La tasa de laminas concordantes obtenidas en
el estudio durante el primer control fue de 99.7%
y en el segundo control de 98%. La tasa gene-
ral de EL, durante el primer control estuvo por
debajo del 1% y se elevo a un 2.2% en el se-
gundo control. La tasa de FP encontrada duran-
te el primer y segundo control fue de 0.9 y
1.1%, respectivamente. No se identificaron FN
en el primer control y si en el segundo con una

Tabla I. Resultados del control de calidad de rechequeo de laminas a ciegas realizado por los laboratorios

controles.
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Abreviaturas = FPA: Falso positivo alto; FNA: Falso negativo alto; FPB: Falso positivo bajo; EC: Error de codificacién; FNB:
Falso negativo bajo; Lab. Prov.: Laboratorio provincial; Hosp.: Hospital; Pol: Policlinico.
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Nuevos métodos para el control de calidad de la baciloscopia

Tabla II. Comparacién de las tasas obtenidas utilizando el método de rechequeo de ldminas por provincias.

Primer control Segundo control
(Laboratorios provinciales TB) (LNRTB-IPK)
Pro- LC TEL FP FN FPA FPB FNA FNB EC | LC TEL FP FN FPA FPB FNA FNB EC

vincias % % % % % % % % % | % N % % % K% S % %

CH 99.8 0.2 0.0 0.0 0.0 00 00 00 05|978 22 00 00 00 00 0.0 00 6.0
LT 99.7 0.3 23 0.0 0.0 23 00 00 00982 21 30 03 08 23 0.1 0.1 105
Total 99.7 0.3 0.9 0.0 0.0 0.9 0.0 0.0 0.3(98.0 2.2 1.1 0.2 03 09 0.1 01 7.7

Abreviaturas= Prov.: Provincias; LT: Las Tunas; CH: Ciudad de La Habana; LC: Laminas concordantes; TEL: Total errores
de lectura; FP: Falsos positivos; FN: Falsos negativos; EC: Error de codificacion; FPB: Falso positivo bajo; FNA: Falso
negativo alto; FPA: Falso positivo alto; FNB: Falso negativo bajo.

tasa de 0.3%. Durante el primer control, los EC
presentaron una tasa de 0.3% que se elevd a
7.7% en el segundo control, superior al 5%,
maximo establecido por las normas internaciona-

les'12 (Tabla I). Primer control Segundo

Los indicadores de calidad de la baciloscopia Indicadores (Laboratorios  control
en ambos laboratorios controladores presentaron del‘d q provinciales  (LNRTB -
valores de sensibilidad y especificidad > al 99%. canda 2 IPI
El indice Kappa calculado para el primer y segun- Sensibilidad 100 99.4
do control fueron de 0.9944 y 0.9889, respecti- Especificidad 99.7 99.7 E
vamente. Al realizar la prueba de homogeneidad ~ Valor predictivo positivo  99.1 98.9
se obtuvo un indice Kappa de 0.9926 (p > 0.05)  Valor predictivo negativo 100 99.8

Indice Kappa 0.9944 0.9889

y chi cuadrada de 0.9921 (intervalo de confian-
za 0.9874-0.9977), por lo que las diferencias en-
tre los dos laboratorios controladores no fueron
estadisticamente significativas, lo que indica una
alta concordancia en la lectura de las laminillas
(Tabla 111).

Panel de laminas. Con este método fueron
identificados 63 EL, de los cuales 6 fueron EM
y 57 Em. En una provincia, en la primera ron-
da realizada, todos los laboratorios evaluados,
exceptuando 1, presentaron puntuacién = a 80
puntos, para un DA, segln el esquema de eva-
luacién.® Durante la ejecucion de la segunda
ronda, se incorporaron a la investigacion 2 po-
liclinicos, cuyos laboratorios fueron los Gnicos
con desempefo no aceptable (DNA). En el res-
to de las rondas realizadas, con excepcion del
laboratorio de un policlinico en la tercera ron-
da, los demas laboratorios presentaron DA del
personal de laboratorio. En Las Tunas, todos los
laboratorios que participaron en el estudio pre-
sentaron un DA durante las 4 rondas realizadas
(Tabla V).

Tabla Ill. Comparacién de los indicadores de
calidad de la baciloscopia por el método de
rechequeo de laminas, segln el laboratorio donde
se realizo el control.

Kappa general = 0.9926
p = 0.3192 (p > 0.05)

DISCUSION

Es indispensable contar con un sistema de CC de
la baciloscopia para BAAR debidamente imple-
mentado para obtener un elevado grado de con-
fiabilidad diagnéstica.® Su funcién primaria es
identificar los laboratorios donde el personal ne-
cesite entrenamiento adicional, mediante super-
visiones periddicas, a fin de mejorar la calidad del
diagndstico por esta técnica.®'""?

Con el método de RLC, durante el segundo
control, se identificaron mayor nimero de EL en
relacién con el primer control, prevaleciendo los
Em sobre los EM, lo que puede estar relaciona-
do con dificultades en la recoloracion de las la-
minas, antes de realizar la relectura en los labo-
ratorios de referencia provinciales, y al total de
lineas recorridas por los microscopistas, sobre
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Tabla IV. Resultados del control de calidad de la baciloscopia por el método de panel de laminas. LNRTB-

IPK. Afno 2004-2006.

Ciudad de La Habana Desempeifio
Laboratorios Errores Errores Primera Segunda Tercera Cuarta
mayores menores ronda ronda ronda ronda
FPA FNA FPB FNB EC
Pol. A. Guiteras 0 0 4 3 4 DA DA DNA DNA
Pol. D. Tamayo 0 3 0 2 3 DNA DA DA DNA
Pol. T. Romay 0 0 0 2 7 DNA DA DNA
Pol. R. M. Zulueta 1 1 2 2 1 DNA DA DNA
Pol. M. Portuondo 0 0 0 1 0 DA DA DA DNA
Pol. R. Glez. Coro 1 0 1 0 1 DA DA DA DNA
Pol. 27 de Noviembre 0 0 0 2 2 DA DA DA DNA
Subtotal 2 4 7 12 18
Las Tunas Desempefio
Pol. G. Tejas 0 0 0 0 3 DA DA DA DA
Pol. P. Fajardo 0 0 0 0 1 DA DA DA DA
Pol. Vazquez 0 0 1 1 4 DA DA DA DA
Hosp. Pto. Padre 0 0 0 1 2 DA DA DA DA
Pol. Calixto 0 0 0 0 1 DA DA DA DA
Pol. Omaja 0 0 1 3 2 DA DA DA DA
Pol. Vivienda 0 0 0 0 0 DA DA DA DA
Subtotal 0 0 2 5 13
Total 2 4 9 17 31

Abreviaturas= FPA: Falso positivo alto; FNA: Falso negativo alto; FPB: Falso positivo bajo; FNB: Falso negativo bajo; EC:
Error codificacion; DA: Desempefio aceptable; DNA: Desempefio no aceptable; Pol.: Policlinico.

todo en las laminas positivas con codificaciones
bajas.

En un estudio realizado en la India,” se obtuvo
una tasa de FP que oscilé de 0 a 1.2%, similar a
lo encontrado por nosotros, no asi con los FN
donde obtuvieron una tasa de 1.7 a 4.7%, supe-
rior a la nuestra, no > a 0.2%." En Argentina
obtuvieron unatasade FPy FN de 7.8y 1.2%’
respectivamente; también en la India reportaron
que los resultados FP oscilaron de 2 a 7% y de
FN de 3 a 52%,"* superiores a los encontrados
en este estudio.

Una inadecuada técnica al realizar la coloracion
de Ziehl-Neelsen puede influir en gran medida
en la calidad de la lectura y, ademas, ser la cau-
sa de resultados FP y FN. Aproximadamente el
46% de los FP han sido relacionados con defi-
ciencias en la coloracion, tales como la presen-
cia de cristales de fucsina que pueden confundir
al microscopista sin experiencia para diferenciar-
los de los bacilos y la pobre decoloracién con el
alcohol acido. El calentamiento insuficiente du-

rante la tincion puede afectar el grado de re-
tencion de la fucsina por el bacilo y producir
resultados FN durante la realizacion de la relec-
tura de las laminas.”'

La recoloracion de las laminas con fucsina al
1%, antes de realizar la relectura, es de gran uti-
lidad para precisar la estimacién de los FP. En la
India compararon los resultados de la lectura de
la baciloscopia antes y después de recolorear las
laminas, logrando disminucién de los errores FP
de 27 a 7%." El mismo autor obtuvo una mayor
sensibilidad de la baciloscopia al emplear una fuc-
sina mas concentrada por un tiempo de 10 mi-
nutos, como la utilizada en este trabajo.

La concordancia obtenida en este estudio por
ambos laboratorios controladores fue elevada; en
estudios similares, se ha obtenido alta concordan-
cia en la relectura de las baciloscopias, hasta del
96.5% en la India."”"8"

Este método de RLC tiene ventajas en relacion
con el método de relectura que establece nues-
tro PNCTB. Actualmente no se recomienda por
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la OMS ni OPS muestrear el 10% de las [dminas
negativas y 100% de las positivas, como lo esta-
blece nuestro programa; ademads, el tipo de
muestreo utilizado en el RLC esté disefiado para
tomar el nimero mas bajo de frotis que pueda
indicar si un laboratorio alcanza un nivel minimo de
calidad predeterminado, por lo que el nimero
de ldminas a evaluar seria mucho menor y evita-
ria sobrecargar de trabajo al personal de labora-
torio, que ademas del trabajo de rutina realiza el
CC de las laminas. Otra ventaja es que el nue-
vo sistema de CC se realiza a doble ciego y que
existe otro laboratorio controlador con personal
entrenado y capacitado. La desventaja es que
este tipo de muestreo esté disefiado para paises
con tasa de frotis positivos por encima del 5%.
En Cuba esta tasa es inferior; en el 2006 la tasa
de incidencia de TB fue de 6.4 por 100,000 ha-
bitantes,” por lo que existiria un fuerte sesgo a
favor de los frotis negativos y no se podrian es-
timar los resultados FN con precision. Por tanto es
conveniente, antes de implementar este sistema
al PNCTB de nuestro pais, crear un método de
muestreo que nos permita precisar con exactitud
la estimacién de los resultados FN y FP.

Con el panel de laminas fueron identificados
63 EL. Este método fue aplicado a las unidades
que no diagnosticaban casos con TB o a que lo
realizaban con menos frecuencia y de cierta
manera, los microscopistas habian disminuido la
habilidad para identificar los BAAR. Al realizar
el anélisis por provincias, el personal técnico
de todos los laboratorios de Las Tunas fueron
evaluados con un DA en todas las rondas rea-
lizadas; no asf en Ciudad de La Habana, lo que
pudo deberse a que, en el momento de apli-
car los paneles, existia personal de laboratorio
recién graduado, con poca experiencia y capa-
citacion. Como resultado de las intervenciones
realizadas por el LNRTB-IPK en los sitios donde
se identificaron dificultades, mejor6 sensible-
mente la puntuacién en las rondas siguientes
obteniendo mas de 80 puntos para un DA. En
el caso de un policlinico que solamente pre-
sentd un DNA durante la tercera ronda, pensa-
mos que pudo estar relacionado con la utiliza-
cion en el panel de mayor cantidad de ldminas
positivas con codificaciones bajas, que son las de
diagnoéstico mas dificil.

Nuevos métodos para el control de calidad de la baciloscopia

Existen muy pocos reportes sobre el PL pu-
blicados en la literatura internacional. En la In-
dia, pais de alta incidencia de TB, se aplicé la
prueba de panel en 12 laboratorios, realizando
9 rondas en el periodo de un afo, identifican-
do un total de 15 EL, 10 de los cuales fueron
detectados en laminas positivas con codificacio-
nes bajas.?°

A pesar de que el PL es considerado menos
eficiente que el RLC, ya que no constituye un
monitor del desempefio de rutina del laboratorio,
es de gran utilidad para suplementar los progra-
mas de rechequeo, provee datos preliminares
acerca de las capacidades de los técnicos de la-
boratorio antes de implementar el RLC y ayuda
a identificar problemas asociados con un pobre
desempeno, lo que permite que sirva de moni-
tor para evaluarlos, una vez que han recibido re-
entrenamiento .8

CONCLUSIONES

Con el método de RLC existié una concordancia
elevada entre los dos laboratorios que actuaron
como controladores y presentaron buenos indica-
dores de calidad de la baciloscopia. La aplicacién
de los paneles de laminas permitié identificar los
laboratorios donde el personal necesitaba de un
entrenamiento adicional en la técnica de la baci-
loscopia, implementando medidas preventivas
oportunas que permitieron mejorar la calidad del
diagnéstico baciloscopico.
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