R { </
T SR O
AN ot AT
ARt
b

‘“\VERSIDAD NACIONAL . ME,{/(
0

3 ?s« Universidad Nacional

FACULTAD DE OQUIMICA

"AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL
GENERO MYCOBACTERIUM A PARTIR DE EXPECTO.
RACIONES."

T E S [ §

Que para obtener ol Titulo de
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P [ 0 8 8 n t a

MARIA TERESA LAURA GUERRERO RUIZ

Meéxico, D. F. | 1984



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



"AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO
MYCOBACTERIUM A PARTIR DE EXPECTORACIONES"

CONTENIDO

Pag.
Introduccion 1
Generalidades
a) Taxonomia y morfologia 3
b) Caracteristicas diferenciales de las
Mycobacteria 3
b.T) Composicidn quimica de la pared celular

b.2) Composicidn de 1ipidos
b.3) Produccion de pigmentos
b.4) Acido-resistencia
c) Requerimientos nutricionales 8
c.1) Fuentes de carbono y nitrégeno
.2) Asimilacién de fierro
lasificacion 10
.1) Clasificacién de Runyon
2) Clasificaciones Adansonianas
3) Clasificacion actual
e) Importancia clinica de la tuberculosis 16
e.1) Enfermedad
e.1.1.) Tuberculosis de infeccidn primaria
e.1.2.) Tuberculosis secundaria
e.2) Especies del género Mycobacterium implfcitas
en 1a tuberculosis pu'monar
e.3) Tratamiento
e.4) Epidemiologia y control de la tuberculosis en
México

c
c
d
d
d

f) Di gnéstico bacterioldgico de la tuberculosis 35

Dia
f.1) Recoleccion de muestras
f.2) Descontaminacidn y concentracifn de las
muestras
f.3) Tincion y examen microscépico de bacilos
dcido-alcohol resistentes
f.4) Medios de cultivo
f.S; Igcubicién de lgs $ult;vosb
f.6) Identificacidn de las Mycobacteria
f.7) Medidas de seguridad
Parte experimental 438
a) Material
b) Equipo
¢) Reactivos
d) Medios de cultivo
g) Técnicas empleas

Resultados ‘ | 58



Andlisis de Resultados
Conclusiones
Anexo

Bib}iografia

77
8]
84
88



INTRODUCCION

Durante este siglo, la incidencia de la tuberculosis ha declinado
en los paises desarrollados como resultado de los grandes esfuerzos de
investigadores, clinicos y trabajadores de salud piblica. Desafortuna-
damente, esta tendencia no se ha seguido en muchas otras partes del mun-
do a pesar de que la tuberculosis es una enfermedad controlable y cura-
ble, por 1o cual se ha catalogado a esta enfermedad con justa razdn, co
mo un defecto en la conciencia de la comunidad mundial.

La incidencia exacta de la tuberculosis en el mundo es desconocida,
pero se ha estimado que se presentan cerca de 7 millones de casos cada
afio, y cerca de 5,000 defunciones diarias debidas a ella. Por otro la-
do, cada minuto 10 personas desarrollan la enfermedad y 3 mueren (12).

La tuberculosis en nuestro pais continfia como un padecimiento endémi-
co sumamente importante, constituyendo un grave problema de salud pdbli-
ca (26). En 1975 ocupd el décimo primer lugar entre las causas de defun
cion. La enfermedad predomina en personas mayores de quince afios, 1o
cual tiene una gran trascendencia econdmica-social, pues ataca sujetos
en la época mas productiva de su vida. Los datos obtenidos en México
durante 1978 por el Grupo Coordinador Interinstitucional para el Estudio
de 1a Tuberculosis y Enfermedades del Aparato Respiratorio, confirman
1a magnitud de la tuberculosis como problema de salud piiblica (26).

En nuestro pais se considera que el agente causal mas importante de
tuberculosis es M. tuberculosis, y en segundo lugar M. bovis, aunque en
mucho menor proporcion.

Fue hasta mediados de este siglo cuando se comenzd a dar importan-
cia a las micobacterias atipicas como causantes de enfermedad en el hom-

bre (39). Actualmente, en los paises desarrollados, las micobacterias
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atipicas ocasionan cuadros clinicos de tuberculosis semejantes a los

producidos por M. tuberculosis y M. bovis (11,14,30,34,36,42). Asi,

M. kansasii y M. avium-intracellulare han adquirido importancia como cau

santes de enfermedad pulmonar crdnica semejante a la tuberculosis (11,14
34,36,42), Se conocen también casos debidos a M. scrofulaceum (13,38) y

al complejo M. fortuitum-chelonei (11,33,34,36).

Las manifestaciones clinicas de enfermedades por M. tuberculosis vy
otras especies de micobacterias son similares.

En virtud de que en la mayoria de los laboratorios el diagndstico
de este padecimiento se establece solo por los resultados de bacilosco-
pia, en el presente trabajo se tratard de establecer si en nuestro pais
el nimero mis considerable de casos de tuberculosis son producidos por
M. tuberculosis, o si intervienen como causa del padecimiento algunas
micobacterias atipicas, que son resistentes en forma natural a los far-
macos antituberculosos, considerando que de ser asi, se aclararfan en
parte los fracasos en el tratamiento y manejo de los pacientes tubercﬁ1g

S0s.



GENERALIDADES

a) Taxonomfa y Morfolegfa:

Clase - Schizomycetes

Orden - Actinomycetales

Familia - Mycobacteriaceae

Género - Mycobacterium

E1 género Mycobacterium comprende cerca de 30 especies que, a excep
cibn de M. tuberculosis y probablemente M. leprae, se encuentran en el
medio ambiente como sapréfitos, pudiendo aislarse de diversas fuentes
que incluyen suelo, heces animales y humanas, agua, vegetacidn, piel,
etc.

Microscdpicamente se observan como bastones rectos o ligeramente cur
vos de 0.2 a 0.6 X 1.0 a 10»m. Son aerobios, no presentan capsula,
esporas, pilis o flagelos.

Una caracteristica importante del género es la capacidad gue presen
tan las células bacterianas de resistir la decoloracidn con alcohol-dcido
después de haber sido tefiidas con fucsina bdsica. Esta propiedad 1lama-
da acido-resistencia no es Unica de las Mycobacteria y no es siempre su-

ficiente para distinguirlas de cultivos o cepas de Nocardia y Corynebac-

terium, E1 género Mycobacterium es realmente definido por otros crite-
rios taxondmicos, particularmente la estructura antigénica y el andlisis

quimico de la pared celular.

b) Caracteristicas diferenciales de las Mycobacteria:

b.1) Composicion quimica de la pared celular

La pared celular micobacteriana es una estructura compleja formada
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por cuatro capas {figura 1)
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figura 1. Representacion de 1a pared celular
micobacteriana.

La estructura basal consta de un peptidoglicano unido covalentemente
a un arabinogalactano-micolato. El péptidoglicano {mucopéptido o muref-
na) estd formado de unidades repetidas de acido N-glicolil muramico y
N-acetil glucosamina unidas a un péptido. Trabajos recientes han confir
mado que este grupo N-glicolil estd presente en todas las Mycobacteria,

Nocardiae y Micromonospora, pero ausente en Corynebacteria y Streptomy-

ces (19). Las uniones interpéptidos son de dos clases: D-ala-meso-DAP y
meso-DAP-DAP. Aproximadamente el 70% de 1a unibn cruzada basal en el
p@ptidoglicano se integra con puentes interpéptidos entre residuos meso-
DAP. Los puentes interpéptidos de este tipo parecen presentarse sélo en
las micobacterias (figura 2).

E1 péptidoglicano estd unido al polimero de arabinogalactano por u-
niones fosfodiéster entre residuos dé ééido muramico y una arabinosa del
arabinogalactano. Aproximadamente 1% de los residuos de arabinosa del

polimero estd esterificado por una molécula de dcido micdlico (figura 3).
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celular de Mycobacteria.

b.2) Composicidn de 1ipides
E1 contenido de 1ipidos en Mycobacteria corresponde aproximadamente

al 20-60% del peso seco de la pared. Esto es de suma importancia, ya
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que los 1ipidos juegan un papel preponderante en la virulencia de la ce-
pa infectante e influyen en la respuesta inmunoldgica a la infeccidn, a-
demds de conferirle otras caracteristicas.

Los principales lipidos encontrados en Mycobacteria son:
Acidos micdlicos: Estos son dcidos grasos ramificados, que se encuentran

presentes en 10s géneros Corynebacterium, Nocardia y Mycobacterium. La

diferencia en los dcidos grasos en estos géneros depende del nimero de &

tomos de carbono presentes. Asi, Corynebacteriuh contiene de Cog a C3¢,

Nocardia de Cg0 a Cgp y Mycobacterium de Cgp a Cog (figura 4).

CHy ~(CHz)1y ~CH CH- (CHy)yq-CH-CH - (Clghyy - B - CH - COOH
N \N/

CHy CHp C2atas
dcido kansamicdlico M. kansasij ~ CgoMy5603

figura 4. Estructura de los acidos
micolicos en Mycobacteria.

Gliéolipidos: Este grupo contiene dos de los posibles factores de viru-
lencia: "el factor cordin" (6,6'-dimicolatotrehalosa) y los sulfolfpidos.
El factor corddn ha sido relacionado con la virulencia de una cepa de

M. tuberculosis y su aspecto morfoldgico en el cultivo es en forma de
cordones serpentina, constituldos de bacilos en disposiciones paralelas,
Las cepas atenuadas y avirulentas crecen con un patrin al azar, en cimu-
los sin esta caracteristica orientaci6n. Por tratamiento con el "factor
cordin® puede reproducirse un cierto nimero de respuestas biol6gicas a
1a infeccion micobacteriana. También ataca a 1a membrana mitocondrial,
provocando lesidn funcional de la respiracin asociado con la membrana

y la fosforilacion oxidativa. Sin duda, este factor desempefia un papel
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crucial en la patogénesis de la infeccion.
Micdsidos: Son un tipo especifico de glicolipidos y se han descrito:

Micosido A en M. kansasii

Micdsido B en M. tuberculosis

Micosido C en M. bovis

No se ha determinado ninglin efecto toxico o propiedad antigénica a

los micosidos {19).
Otros lipidos: La cera D, que se ha mencionado como un 1ipido, en reali-
dad es una subunidad compleja de la pared celular, y es de especial inte

rés debido a su capacidad para actuar como adyuvante (19).

b.3) Produccidn de pigmentos

Muchas micobacterias producen pigmentos, ya sea que se encuentren

en la obscuridad o que sean expuestas a la luz, lo cual sirvio de base
\\para la clasificacion .propuesta por Runyon en 1959,

Estudios realizados con M. phlei indican que el mayor componente de
los pighentos de este microorganismo son {f-carotenos (40), asi como los
de los fotocromdgenos contienen $-caroteno, 1icopeno, xantofila y «-ca-
roteno. Tsukamura (40) ha encontrado que el mayor componente de los que
presentan los microorganismos del grupo I1 de Runyon también son @-carote
'nos; la fotosintesis de estos requiere glicerol, glucosa o piruvato, por
lo cual 1a formacidn de pigmentacion en las micobacterias estd influen-
ciada por la composicion del medio (40).

Se ha 1legado a determinar que se pueden presentar variantes en cuan
to a la pigmentacion, ya que en especies que predominantemente 1a presen
tan pueden encontrarse variantes no cromdgenas o visceversa. Esta carac
teristica no estd relacionado con la virulencia, pero es probable que pro

teja a las micobacterias de la fotosensibilizacion y del efecto letal de
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la luz ultravioleta.

b.4) Acido-resistencia

La retencion de carbolfucsina, auramina 0 y otros colorantes después
del tratamiento con alcohol-dcido es una caracteristica del género Myco-
bacterium, pero no estd limitada a 1. Géneros relacionados, particular

mente Nocardia y Corynebacterium, presentan también esta propiedad,

La explicacion quimica a esta dcido-resistencia adn estd obscura.
Sin embargo, Goren en 1972 postuld que probablemente 1o que sucede es que
el colorante forma un complejo con los acidos micélicos de la pared celu
lar, aumentando el caracter hidrofobice de las capas superficiales y que
dando de esta manera el colorante atrapado en el interior de la célula.
Al tratar con alcohol-dcido, todas las c8lulas micobacterianas resisten
este tratamiento sin alterarse y quedan tefiidas del color caracteristico
del colorante utilizado.

E1 grado de dcido-resistencia varfa entre las especies y ademis de-
pende de las condictones de cultivo (12). Las micobacterias de rdpido
crecimiento muestran una disminucion a la dcido-resistencia cuando crecen
en un medio conteniendo 2% de glicina, M. leprae es débil a 1a acido-re
sistencia y segiin estudios realizados se ha determinado que este microor
ganismo contiene glicina en lugar de alanina en el péptidoglicano de la
pared celular, 1o cual hace pepsar que la alanina podria ser importante

en el mecanismo de la tincifn y por ende de la dcido-resistencia {12).

¢) Requerimientos nutricionales:
Los miembros del género Mycobacterium varian enormemente en lo que
respecta a su velocidad de crecimiento y requerimientos nutricionales.

Ast, M. smegmatis desarrolla en pocos dias en un medio simple; M, ulcerans



(9
requiere alqunos meses de incubacion para su desarrollo en un medio com-

pleJo, y M. leprae no desarrolla in vitro.

c.1) Fuentes de carbono y nitrdgeno

La mayorfa de las micobacterias desarrollan en un medio simple con-
teniendo una fuente de carbono, una fuente de nitr8geno y metales idnicos
esenciales, incluyendo fierro y magnesio, Las fuentes de carbono inclu-
yen carbohidratos como glucosa y glicerol y dcidos orgdnicos, especial-
mente dcido pirdvico. Las fuentes de nitrdgeno utilizadas por las dife-
rentes especies son sales de amonjo, ciertas amidas o aminodcidos, y en
algunos casos, nitratos. La asparagina se utiliza genera]ménte en los
medios de cultivo como fuente de nitrégeno,

Las micobacterias de rdpido crecimiento muestran una gran actividad
sacarolitica; en cambio, las micobacterias de lento crecimiento presen-
tan una actividad sacarolftica muy limitada. Esta capacidad de utiliza
c1dn tiene importancia taxondmica y de diagndstico, Los aminodcidos co-
mo glicina, alanina y asparagina se utilizan como fuente de nitrdgeno,
tanto que Tos aminodcidos aromdticos como fenilalanina, tirosina y trip-
tofano, no pueden ser empleados por las micobacterias.

El crecimiento de 1as micobacterias es estimulado por pequefias can-

tidades de dcidos grasos pero, inhibido por grandes concentraciones (12).

c.2) Asimilacidn de fierro

La deficiencia de algunos elementos tiene consecuencias observables
sobre la estructura y metabolismo de las micobacterias, Especialmente
notables son Tas causadas por una deficiencia de fierro tales como: elon
gacidn de las células, declinacion de 1a sintesis de ADN, decremento en

la actividad de enzimas aue requieren Fe, bajo contenido de citocromos
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e incremento de isoflavonoides.

La naturaleza insoluble del fierro a pH fisiol8gico ha dado como re
sultado la evolucidn de los sistemas para su transporte hacia la célula.
Debido a la gruesa pared celular rica en 17pidos de las micobacterias,
el sistema consiste en dos componentes que quelan el fierro: la exoque-
1ina, que es un compuesto extracelular soluble en agua y, las micobacti-
nas, que son moléculas liposolubles localjzadas en la superficie de la
c8lula bacteriana. En el modelo propuesto, el Fed* del medio extracelu-
lar es solubilizado por exoquelinas y luego, en contacto con la pared
celular micobacteriana, es tomado por la micobactina y transportado a

través de la pared. La micobactina, originalmente aislada de M. phlei

y como un factor de crecimiento para M. paratuberculosis, estd presente

en todas las micobacterias.

d) Clasificacion:
Durante el presente siglio han sido varias las clasificaciones pro-

puestas para el género M!cobacterium;

d.1) Clasificacidn de Runyon

En un estudio realizado por Timpe y Runyon en 1954 (39), aislaron de
pacientes un total de 100 cepas diferentes de M, tuberculosis y propusie
ron una agrupacidn para esos microorganismos. En 1959 Runyon introduce
el término de "atipicas" o "andnimas" para denominar a las micobacterias
diferentes de M. tuberculosis, distinguiendo cuatro grupos: Grupo I ©
fotocromdgenos, Grupo Il o escotocromigenos, Grupo III o no cromdgenos,
y Grupo IV o de crecimiento rdpido (Tabla I).

En Ta actualidad el término "atipico" o "anbnimo" utilizado por Run-

yon para clasificar a las micobacterias diferentes de M. tuberculosis,
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TABLA 1

CLASIFICACION DE RUNYON PARA EL GENERO
MYCOBACTERIUM

GRUPO RUNYON

Bacilo tuberculoso
(M. tuberculosis y M, bovis)

I FOTOCROMOGENOS

IT  ESCOTOCROMOGENOS

III NO CRUMOGENAS -

IV DE RAPIDO CRECIMIENTO

MORFOLOGIA COLONIAL Y CRECIMIENTO

Colonias secas, color ante,crecimiento
lento (4 semanas a 37°C),

Requ&eren dos semanas para su crecimiento
a 37°C y de tres semanas a temperatura
ambiente, Colonias pigmentadas después de
exponer a la luz,

Crecen lentamente a 37°C.Generalmente
presentan pigmentacion amarilla o amarillo

amaranjado si crecen en 1a obscuridad, y
pueden intensificar el color del pigmento

? anaranjado rojizo si son expuestas a la
uz,

Crecimiento lento ] 37°c, algunas cepas
pueden crecer a 25°C. Son colonias himedas,
lisas y no pigmentadas.

Crecimiento ripido a 25°C (una semana),
usualmente son colonias no pigmentadas.
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no es aceptado, ya que no son atipicas del género y deben designarse co-

mo Mycobacteria no tuberculosas o Mycobacteria diferentes del bacilo tu-
berculoso.

La clasificacion propuesta por Runyon ha sido de las mds importantes
y de mayor trascendencia, aunque fue establecida sobre criterios subjeti-

vos e inconstantes y no responde a las exigencias de la Taxonomia Interna

cional,

d.2) (Clasificaciones Adansonianas

Bojalil, Cerbon y Trujillo (1962) presentan una clasificacidn de
Tas micobacterias de acuerdo con su capacidad de utilizacion de diferen-
tes carbohidratos (40).

Tsukamura (40) en 1966 divide a las Mycobacteria en dos grupos: mi-
cobgfter1as de lento crecimiento y micobacterias de rdpido crecimiento.
Esos dos grupos pueden ser diferenciados, no solamente por su velocidad
de crecimiento, sino por otras caracteristicas como son: tolerancia al
&cido picrico 0.2%; utilizacién de succinato, malato y fumarato como fuen
tes de carbono en presencia de nitrdgeno amoniacal; utilizacidn de gluta-
mato como fuente de nitrogeno y carbono; tolerancia a NaNOp 0.1% en agar
Sauton; tolerancia al NaCl 5% ; formacidn de &cido a partir de manosa
(Tabla I1). Tsukamura (40) propone que estos dos grupos pueden clasifi-
carse como subgdneros de Mycobacterium: subgénero Mycobacterium (Lento

crecimiento) y subgénero Mycomycobacterium (rdpido crecimiento).

En 1977, Garcia Sabater, Amador Yscla y Perales Abenich (9) proponen
una divisidn del género Mycobacterium tomando como base caracteristicas
bioquimicas y de cultivo. Subdividen al género en subgéneros: Monomyco-

bacterium (micobacterias tipicas), Bymycobacterium {micobacterias de de-

sarrollo lento) y Polymycobacterium (micobacterias de desarrollo rapide).




TABLA 11
DIFERENCIACION DE MYCOBACTERIA DE LENTO CRECIMIENTO Y RAPIDD CRECIMIENTO

Prueba

(13

Resultado de la prueba

Lento crecimiento

Rapido crecimiento

Crecimiento en Agar Sauton con-
teniendo 0.2% de acido picrico

Crecimiento en Agar Sauton con-
teniendo 0.1% de NaN02

Crecimiento después de 3 dias

Crecimiento en Lowenstein-Jensen
conteniendo 5% de NaCl

Utilizacion de succinato,malato

y fumarato como fuente de carbono
en presencia de nitrbgeno amonia-
cal.

-&

' Con excepcidn de M. simiae

" Con excepcion de M. chelonei subespecie chelonei. M. flavescens estd in-
cluida en el grupo de las micobacterias de rapide crecimiento.

& M. flavescens estd incluida en el grupo de las micobacterias de lento

crecimiento.

Tomada de: Rev. Infec. dis., 3 (5): 843, 1981,
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Todas las especies pertenecientes a cada uno de los subgéneros tie-
nen una o varias caracteristicas en comin, las del subgénero Monomycobac-
terium no desarrollan en Agar Sauton y en el medio al Salicilato, no cre-
cen a 289C, y son potencialmente pat8genas. Las del subgénero Bycomyco-
bacterium desarrollan en agar Sauton y en el medio al Salicilato, crecen
a 280C y para su desarrollo requieren mds de 7 dias; y las del subgénero

Po) ymycobacterium, crecen en Agar de Sauton y en el medio al Salicilato,

To hacen a una temperatura de 280C y necesitan para su desarrollo menos
de 7 dias.
Clasificacibn:
Mycobacterium subgénero Moromycobacterium
M. tuberculosis

M. bovis

M. africamm
M, ulcerans
Mycobacterium subgénero Bymycobacterium

a) Especies fotocromdgenas

M, kansasii

M, asiaticum

P

M. lycopinogeneas
b) Especies pigmentadas

E

avium

[§= 4

. intracellulare

=

nonchromogenicum

terrae

Ix

=

novum




= 1T 1= =

Mycobacterium subgénero Polymycobacterium

a) Especies fotocromgenas

!4_'

b) Especies pigmentadas

I IX I I T IR X I IR IE IR IZ XX I |ITIX

gastri
triviale

simiae

shimodei

marinum

parafortuitum

aurum
vaccae
rhodesiae
obuense

phlei

thermoresistibile

flavescens

gilvum

duvalii
gadium
agri

neoaurum

chubuense

aichiense

tokaiense

valent fae

(15
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c) £species no pigmentadas
fortuitum

= 1=

chelonei subespecie chelonei

peregrinum
chelonei subespecie abscessus

ix Ix I=

dierhoferi

thamnopheos

E

M. fortuitum subespecie tehermophilum
M. smegmatis

d.3) Clasificacibn actual
El Comité en _Bacteriologia e lnmunologia de 1a Unifn Internacional
de Lucha contra a Tuberculosis (10) propuso en 1379 una nueva clasifica-
ci6n de las especies del glnero Mycobacterium, la cual ha sido aceptada
y publicada (Tabla III),

e) Importancia clinica de ta tuberculosis:
Dentro del género !xcobaéteriun se encuentran las especies responsa-
bles de una de las mis terribles enfermedades que han azotado a la huma-

nidad: la tuberculosis.

e.1) Enfermedad

E1 hombre es altamente susceptible a 1a infeccidn tuberculosa, pero
miy resistente al desarrollo de 1a enfermedad ciinica, La tuberculosis
es una enfermedad crinica que puede ser causada principalmente por M,
tuberculosis y M. bovis (12)

En el proceso de 1a enfermedad puede estar implicito cualquier sis-



TABLA 111

ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM ACEPTADAS POR EL COMITE EN BACTERIOLO-

g%é E INMUNOLOGIA DE LA UNTON INTERNACIONAL DE LUCHA COMTRA LA TUBERCULO-

Grupo Patdgeno estricto o Patbgeno ocasional
potenctial o no patdgeno

Desarrolle lento o

M. tuberculosis
no cultivables y pa- W, bovis
tdgenos estrictos M. africanum
M. Teprae
Fotocromdgenos M. kansasii
M. marinum
M. simiae
M. asiaticum
Escotocromdgenos M. scrofulaceum M. gordonae
M. szulgai M. glavescens
M. xenopi
No Fotocromégenos M. avium M. terrae
M. intracellulare M. triviale
M. malmoense M. nonchromogenicum
M. haemophiTum
De desarrollo M. fortuitum M. vaccae
rapido M. cheTonei M. smegmatis
M. ﬁei1
M. parafortuitum
M. negaurum
M. thermoresistibile
M. chitae
M. gadium
M. gilvium
M. guvaln
M. aurum
Patdgenos de M, lepraemurium
animales . microti

M
M. paratuberculosis
M. farcirogenes
M, senegalence

—

Tomada de: Clin.Microb.Newsletter, 1 (20), 1979,
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tema del organismo, En algunos casos las lesiones son localizadas en un
solo Organo, mientras que en otros casos puede ocurrir una diseminacién.
En términos del drgano que esté afectado, la tuberculosis puede ser di-

vidida en tuberculosis pulmonar y en tuberculosis extrapulmonar.

e.1.1) Tuberculosis de infeccidn primaria

Los bacilos tuberculosos penetran al organismo por inkdacidn, inges-
tidn o a través de la piel. Con la inmacidn, la lesidn primaria se de-
sarrolla en los pulmones. Los bacilos tuberculosos encuentran poca re-
sistencia a su 1legada al organismo y se multiplican casi sin ninguna res
triccion. Esta multiplicacidn bacilar se acompafia de un proceso inflama-
torio formado por neutrdfilos y monocitos y es importante hacer notar que
casi no hay sintomas ni dafios considerables. Después de esta etapa, los
bacilos pueden 1legar po via linfatica hasta los ganglios regionales y
pasar al torrente sanguineo. Durante este tiempo los antigenos del baci-
lo se pueden poner en contacto con el sistema inmune y desarrollar la res
puesta inmune celular e hipersensibilidad tardia, A medida que se forman
tubérculos, -como resultado de la interaccidn entre el bacilo tuberculo-
so.y la respuesta inmune celular--el crecimiento de 1os bacilos se torna
mis lento, debido a que los macréfagos han sido activados por las linfo-
cinas de los linfocitos T y empiezan a tener la capacidad de destruir a
los bacilos. Esto da como resultado que el bacilo ya no se siga multipli
cando y que en un tiempo relativamente corto se resuelva el proceso pul-
monar asi como otros focos extrapulmonares, El1 foco inicial pulmonar pue
de calcificarse y dar la imagen caracteristica de la primoinfeccion tuber

culosa. En este foco calcificado pueden sobrevivir los bacilos por afios
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o por toda la vida del sujeto, Los pacientes después de esta infeccidn
primaria desarrollan simultdneamente la capacidad de tener una prueba de
Mantoux positiva. Cabe hacer notar que Ta infeccidn primaria suele esca-
par a la observacidn clinica, y las lesiones generalmente curan, pero en
algunos casos la lesidn puede progresar (sobre todo en lactantes y en per
sonas con deficiencias inmunolfgicas) permitiendo la diseminacion de los
bacilos tubercultosos por via sanguinea, dando origen a la tuberculosis
miliar o que pueden pasar al sistema nervioso, ocasionando meningitis
tuberculosa o cualquiera de las otras formas de tuberculosis extrapulmonar,

Los nifios entre tres y doce afios rara vez padecen enfermedad progre-
siva, debido a que en este periodo de la vida la resistencia es mds alta.
Por otro lado, 1a susceptibilidad aumenta durante la adolescencia (8,15,

23).

e.1.2) Tuberculosis secundaria

La tuberculosis secundaria o post-primaria se puede presentar como
una reactivacion de un foco caseoso resultado de una infeccidn primaria
en el sistema 1infatico, o por reinfeccion con bacilos exdgenos. Es pro-
bable que ocurran tanto la forma enddgena como exdgena de tuberculosis, pe
ro la incidencia de cada una de ellas estd determinada por la frecuencia
de casos infecciosos en la comunidad. Estos tépicos fueron discutidos
en la 22ava. Conferencia de 1a Union Internacional contra la Tuberculo-
sis (12) y 1a opinién general es que la reinfeccidn exdgena ocurre muy ra
ramente. Se presentaron evidencias de que los focos se desarrollan en
las partes superiores del pulmén como resuitado de la diseminacion prima-
ria en el torrente circulatorio, Estos pueden progresar originando la
enfermedad (tuberculosis de reactivacion) o permanecer latentes durante

10,20 o mis afios antes de hacerse activos,
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p _
Existen pruebas en el sentide de que la reactivacifn en el adulto se
produce a menudo por razones fisiolGgicas como: desnutricion, hacinamien-

to y situaciones de alarma y tensibn (8,15,23).

e.2) Especies del género Mycobacterium implicitas en la tuberculosis
pulmonar:

El descubrimiento del agente causal de la tuberculosis fue hecho por
Koch en 1882 y a finales del mismo siglo fueron descritas varias especies
del género Mycobacterium, diferentes del bacilo tuberculoso. A principios
del siglo XX se reportaron algunos casos producidos por micobacterias no
tuberculosas aisladas a partir de muestras clinicas. Sin embargo, las
tinicas micobacterias consideradas como patdgenas para el hombre eran

M, tuberculosis y M. bovis ya que el diagnéstico de laberatorio se basaba

inicamente en la blsqueda de bacilos dcido-alcohol resistentes en las mues
tras clinicag.

Fue hasta mediados de este siglo, cuando se comenzd a dar importan-
cia a las micobacterias no tuberculosas como causantes de enfermedad en
el hombre, debido a que se comenzaron a efectuar cultivos para su aisla-
miento, as? como la realizacidn de pruebas bioguimicas, en 1a mayoria de
los laboratorios.

La enfermedad puimonar crénica semejante a la tuberculosis represen
ta el mis importante problema clinico asociado con las micobacterias no

tuberculosas, siendo M. kansasii y M, avium-intracellulare los patdgenos

mids cominmente aislados,

Datos proporcionados por el Centro de Control de Enfermedades de los

Estados Unidos de América (1979-1980) (11) revelan que de todos los ais-

lamientos de Mgcobécteria con significancia clinica, el mds frecuente es
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M. tuberculosis, seguido del complejo M. avium-intracellulare, el comple

Jo M. fortuitum, M. kansasii y M, scrofulaceum, Se reportd ademds un ca

so de tuberculosis pulmonar por M. thermoresistibile (46) y se observé

que algunas especies se afslan mas frecuentemente en una zona geogrdfica
particular; asi M, kansasii lo es con mayor frecuencia en Florida, Cali-
fornia y Texas.

De acuerdo con un estudio realizado en Japén (42), la incidencia de
enfermedad pulmonar causada por micobacterias no tuberculosas ha aumenta-

do en los Gltimos afios (1971-1979), M. kansasii , M. avium-intracellulare

y M. fortuitum, son los microorganismos mis frecuentemente aislados. I-
gualmente se encontrd una gran relacion entre la especie aislada y una 20
na geografica particular.

En Gales, Inglaterra, la incidencia de tuberculosis ha declinado en
los Gitimos afos, pero de los casos que se presentan, aproximadamente el
2.9% corresponde a tuberculosis causada por micobacterias no tuberculo-
sas; el microorganismo mis frecuentemente aislado es M, kansasii. Se han
reportado pocos casos de enfermedad pulmonar por el complejo M. avium-

intracellulare-scrofulaceum (MAIS) pero son mds dificiles de tratar; tam-

bién es raro encontrar M. xenopi y M. malmeense (14),

Durante un afio de estudio para ver la frecuencia de aislamiento de
micobacterias no tuberculosas en algunas provincias de Holanda, se detec
taron 9 casos de enfermedad pulmonar por M, kansasii (7). La tipifica-
cidn por fagos indicé que existe un tipo especial de M, kansasi que pre-
domina en cada ciudad.

En Suddfrica, a tuberculosis (16) es un gran problema de salud pi-~

biica; durante 1972-1975 hubo una gran prevalencia de infeccion micobacte



(22

riana debida a micobacterias no tuberculosas; el agente potencialmente

patogeno que se encontrd fue el complejo M, avium-intracellulare.

Se ha observado que Ta enfermedad pulmonar debida a M. kansasij o

M. avium-intraceilulare se presenta principalmente en hombres de raza blan

ca de aproximadamente 40-48 afos de edad, con antecedentes de enfermedad
pulmonar crénica (36,48), aunque se puede presentar en personas de cual-
quier edad, sin enfermedad pulmonar aparente o deficiencias inmunoldgi-
cas. Algunas causas predisponentes pueden ser; diabetes mellitus, enfer-
medad renal, tuberculosis previa, y bronquitis crdonica. En Tailandia,

de 24 pacientes con enfermedad pulmonar causada por micobacterias no tu-
berculosas, 16 presentaban antecedentes de tuberculosis pulmonar (36),

La exposicion al polvo puede ser una causa predisponente para sufrir
una infeccion por M. kansasii, como se demostrd en estudios realizados
en Escocla y Suddfrica (48) en mineros.

La teoria mas aceptada para la transmision de enfermedad pulmonar a-
sociada con micobacterias no tuberculosas, es que se adquiere por contac-
to con alguna fuente del medio ambiente. Bailey en 1972 (37) demostrd
1a presencia de cepas potencialmente patdgenas de M; kansasii en el aqua.
En los Estados Unidos de Amépica, las enfermedades causadas por M, kan-
sasii se observan con mayor frecuencia en California y Texas (11). Debi-
do a esto se realizo un analisis del agua utilizada para consumo en una
poblacibn de Texas (37) y se encontrd una gran incidencia de M, kansasii
potencialmente patdgena (con produccion elévada de catalasa), lo cual ha-
ce pensar que el agua podria ser una fuente de contaminacion y un enlace
importante en el cuadro epidemiolégico de la enfermedad (11,29),

Se han reportado casos de meningitis causada por M. kansasii y M.

avium intracellulare en pacientes inmunodeprimidos (48),
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e.3) Tratamiento

En la quimioterapia antituberculosa se consideran dos fases importan
tes,

La fase I consiste en la quimioterapia inicial en forma intensiva,
con el objeto de destruir de manera rapida las grandes poblaciones de ba-
cilos tuberculosos que se encuentran en multiplicacion; por esta razdn,
cuando estdn en nimero considerable, es necesario administrar dos o tres
drogas simultaneamente para tener la seguridad de eliminar todos los mi-
croorganismos con actividad metabflica y evitar el peligro de un creci-
miento excesivo del nimero de las bacterias resistentes, ya que la resis-
tencia bacteriana a drogas antituberculosas se presenta por mutacidn na-
tural, sobre todo si se estd usando un solo farmaco.

La fase Il consiste en }a quimioterapia de sostén, que estd dirigida
a eliminar la mayor parte de los bacilos que aln quedan; de hecho, son ba
cilos "inactivos" que en un momento dado pueden regresar a una etapa de
crecimiento activo. Esta etapa del tratamiento depende del efecto que
puedan tener las drogas sobre los microorganismos "inactivos" durante sus
breves periodos de actividad metab6lica, ya que los microorganismos que
no estén en fase metabdlica no son afectados por la quimjoterapia, Este
fendmeno explica 1a necesidad de seguir el tratamiento por largo tiempe,
Durante este periodo prolongado de terapeitica, los bacilos "imactivados"
pueden reactivarse de cuando en cuando y 1a presencia constante de dro-
gas los elimina durante los breves lapsos de actividad, Los bacilos que
persisten una vez que se ha concluido el tratamiento, son controlades por
el sistema inmunoldgico de la persona afectada; sin embargo, siguen sien

do un riesgo en pacientes que presenten alteraciones en periodos posterio
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res.

Dentro de los farmacos mas utilizados para el tratamiento de la tu-
berculosis se encuentran: la rifampicina, piracinamida, isonjacida, es-
treptomicina, etambutol y tiacetazona (6,13)(Tabla IV},

Se incluyen en los esquemas de tratamiento de la tuberculosis los
convencionales o habituales (Tabla V).

Se han elaborado esquemas cortos de tratamiento, cuya duracidn fluc-
tiua entre 4 y 12 meses. Los mejores resultados obtenjdos hasta la fecha
los ha dado el esquema empleado por la Asociacidn Britanica Toricica y de
Tuberculosis (Tabla VI),

Las ventajas que se reportan a estos tratamientos acortados son:

1) disminuyen la incidencia de abandonos, 2)aceleran la negativizacidn
bacterioldgica, 3)disminuyen la probabilidad de recaida bacterioldgica,
4) disminuyen las mutantes res1stehtes de 1a poblacidn bacilar, 5)dis-
minuyen la intolerancia a las drogas, 6)mejoran la cooperacion del enfer-
mo en vista de que es menor el tiempo que debe estar sujeto a tratamien-
to y 7) disminuyen los costos de operacidn. Todas estas ventajas segu-
ramente reducirdn el problema de la tuberculosis (13,26,27).

El tratamiento de corta duracidn se jmplantd en cinco estados de 1a
Repiiblica Mexicana y el Distrito Federal el 19;'dé“auﬁio*de 1979, y de a-
cuerdo con los resultados obtenidos se observd su eficacia, ya que de un
grupo constituido de 131 enfermos de tuberculosis pulmonar en los cuales
se aplicd este tratamiento, 104 (79,4%) curaron, 5(3.8%) fallecieron y de
2(1,5%) se desconoce el resultado, Estos esquemas de tratamiento anti-
tuberculoso de corta duracion comprendieron una primera fase de dos me-

ses de duracion, con administracion diaria supervisada y una segunda de



TABLA IV

ACCION DE LOS FARMACOS EN LA ACTIVIDAD DEL BACILG TUBERCULOSO

Actividad metaboliica del bacilo
tuberculoso:

Multiplicacidn activa Multiplicacidn lenta
a pH dcido a pH neutro

Farmace (usualmente extrace- (intracelular) (extracelular}
Tular)

Estreptomicina - 0 o

Isontacida ++ + ¥

Rifampticina 4 + +

Piracinamida 43 ++ 9

Etambutol + + g

La accion de los farmacos estd expresada enm una escala de 0 a ++ como
sigue: ‘

0= no hay accion

L

= accion bacteriostatica

L

S 44+ = accion bactericida en orden creciente

Tomada de: J. Infect.dis., 246 (5): 700, 1982.



TABLA V

TRATAMIENTO DE TUBERCULOSIS PULMONAR Y EXTRAPULMONAR ACTIVA

REGIMEN HABITUAL

Medicamento Dosis Toxicidad
PRIMARIOS
Isoniacida (INH) 5 a 10 mg/kg/dia (méximo 1) hepdtica
300 mg) una sola dosis 2) neuroldgica {1y 2
al dia oral, raras en nifios)
3) hipersensibilidad
(fiebre,rash)
Rifampicina 10 a 20 mg/kg/dia {mdximo Hepatica,hematologica
600 mg) por via oral (agranulocitopenia,
trombocitopenia)

Hipersensibilidad
(sindrome semejante a
gripe, choque)

Etambutol 15 mg/kg/dia por via oral Neuritis retrobulbar
en una dosis al dia

Tratamiento minimo 18 meses

Debido al alto costo de la rifampicina, se aconseja que este farmaco se ad-
ministre solo el tiempo necesario para lograr la negativizacién del esputo.

Tomada de: Infectologia, 1 {1): 79, 1981.
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TABLA VI

ESQUEMA CORTQ DE TRATAMIENTO PARA TUBERCULOSIS PULMONAR SEGUN LA ASOCIA~
CION BRITANICA TORACICA Y DE TUBERCULQSIS

Inh + Rif + Sm o Emb diario 2 meses

continuado con

Inh + Rif durante 4-10 meses diariamente

fnh = {soniacida (300 mg)

sn = estreptomicina (20-40 mg/kg)
Rif = rifampicina (600 mg)

Emb = etambutol {10-15 mg/kg)

Tomada de: Infectologia, 1 (1): 80, 1981,



(28

4 meses, autoadministrada para el esquema I, y supervisada para Jos esque
mas Il y III (Tabla VII). De acuerdo con la cifra de abandono (10,7%)
observada, en comparacidn con la que se tenia a nivel nacional (32%) con
un afio de tratamiento, el de 6 meses de duracidn es eficaz (27),

La mayoria de las micobacterias no tuberculosas son resistentes a
la isoniacida y estreptomicina. Las enfermedades por M, kansasii, M. in-

tracellulare y M. marinum se tratan con etambutol-rifampicina en forma e-

fectiva. Sin embargo, M. scrofulaceum, M, fortuitum y M. chelonei son re

sistentes a la mayoria de los agentes antituberculosos, incluyendo etambu
tol-rifampicina. Estudios recientes muestran la efectividad de amikaci~
na-eritromicina-tetraciclina y sulfonamidas frente. a las enfermedades
causadas por estas micobacterias, Se ha visto el efecto inhibitorio in
vitro que presenta el sulfametoxazol sobre M. kansasii, M. scrofulaceum y

M. fortuitum (18,43,44,45,47,49),

Para obtener mejores restultados en el tratamiento de las enfermeda-
des por M. kansasii, se ha recomendado el uso de una combinacion triple
de drogas, incluyendo rifampicina, uno de los aminoglucdsidos (estrepto-
micina, kanamicina y viomicina) y etionamida o etambutol, Para enferme-

dades por M. avium-intracellulare se recomienda la combinacion de rifam-

picina -kanamicina-etionamida ¢ rifampicina-kanamicina-etambutol (1,18,

28).

e.4) Epidemiologia y control de 1a tuberculosis en México:
La tuberculosis en nuestro pafs continda como una enfermedad endé-
mica y constituye un grave problema de salud pdblica(26). En 1975 ocupd

el décimo primer lugar entre las causas de defuncidn (Tabla VIII) y el dé



TABLA VII
ESQUEMAS DE TRATAMIENTO ANTITUBERCULOSO DE CORTA DURACION
Esquema:

I 2 meses supervisado (6 dlas)

sm ( gr)
Hain {300 mg)
Rif (600 m ?
Pir ( 2 gr?

1 Toma

4 meses autoadministrado

Rif (600 mg)
Hain (300 mg) 1 Toma

I1 2 meses supervisado (6 dias)

Sm (1 gr)
Hain (300 mg)
Rif (600 mg?
Pir { 2gr)

1 Toma

4 meses supervisado

Rif (600 mg) 1 Toma
Hain (600 mg)

111 2 meses supervisado (6 dfas)

Sm ( 1gr)
Hain (300 mg) 1 Toma
Rif (600 mg? :

4 meses supervisado

Rif (600 mg) 1 Toma
Hain (6Q0 mg)

Tomada de: Informe de Labores, Direccion General de Control de 1a Tu-
berculosis y de las Enfermedades del Aparato Respiratorio



TABLA VIX

PPINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD EN LOS ESTAPOS UNIDOS MEXICANOS

(30

1975
CAUSAS MORTALIDAD % TASA
No.
1. Influenza,neumonias y otras
infecciones respiratorias
agudas 59,037 13.5 98.2
2. Accidentes,envenenamientos
y violencia 54,204 12.4 90.1
3. Enteritis y otras enfermeda-
des diarreicas 51,061 1.7 B4.9
4. Enfermedades del corazén 45,26 10.4 75.3
5. Enfermedades perinatales 21,765 5.0 - 36.2
6. Tumores malignos 21,674 5.0 36.0
7; Enfermedades cerebrovasculares 12,827 2.9 21.3
8. Cirrosis hepatica 12,236 2.8 20.3
9, Dfabetes mellitus 10,408 2.4 17.3
10.Bronquitis,enfisema y asma 10,257 2.4 17.0
11.Tuberculosis todas formas 8,516 2.0 1.1
12. Avitaminosis y otras deficien-
cias nutricionales
.... Todas las demds ,.... 121,581 27.9 20.2
TOTAL 435,888 100.0 725.0

" Por 100,000habitantes
Fuente: Estadisticas vitales de los Estados Unidos Mexicanos,
Direccion General de Bioestadistica, S,S,A.

Tomada de: Sal.Pib.Méx., 22 (3): 252, 1980,
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cimo sexto lugar entre las causas de morbilidad (Tabla IX) ,

El andlisis de la morbilidad por tuberculosis durante el periodo 73-
76, demuestra que no existe una disminucidn significativa en la notifica-
cion de casos nuevos, tanto en la forma pulmenar como en las variedades
de tuberculosis extrapulmonar (Tabla X),

Las condiciones socioecondmicas juegan un papel importante en la
transmision de la enfermedad; asi, se observa que predomina en las cla-
ses sociales mas desamparadas y cuyas condiciones higiénicas son mis de-~
plorables, ya sean obreros ¢ campesinos, L

De acuerdo con los estudios realizados se ha yisto que la enferme-
dad predomina en sujetos mayores de quince afios y tiene una gran trascen-
dencia econdmica-social, pues ataca al sujeto en la &poca mds productiva’
de la vida. Al ser la tuberculosis una enfermedad crénica y su tratamien
to prolongado, un gran porcentaje de enfermos abandona el tratamiento y,
como consecuencia, se vuelyen a presentar los sintomas caracteristicos
de este padecimiento.

los datos obtenidos durante 1978 por el Grupo Coordinador Interins-
titucional de Tuberculosis y Enfermedades del Aparato Respiratorio confir
man 1a magnitud del problema de salud piblica que implica la enfermedad
tuberculosa (Tabla XI).

En la actualidad , a pesar de que contamos con los procedimientos
necesarios para su control, no se posee una estructura en el sector sa-
Tud suficientemente eficaz para que las acciones se cumplan. Mientras
no existan servicios de salud debidamente organizados, capaces de incor-
porar al tratamiento a todo caso diagnosticado y evitar al méximo las

deserciones durante su aplicacion, el problema de 1a tuberculosis conti-



TABLA IX

PRINCIPALES CAUSAS PE MORBILIDAD EN LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANGS

1976

CAUSAS Ndmero de casos tasa "
1. Entiritis y otras enferme-

dades diarrejcas 457,046 733.27
2. Influenza 185,459 297.58
3. Infecciones respiratorias

agudas 147,063 235,94
4, Mmibiasis 100,306 160.92
5. Sarna 74,880 120,13
6. Parasitosis no especificada 72,468 116,26
7. Otras helmintiasts intesti- ‘

nales 64,467 103,42
8. Micosis 34,139 54,77
9, Sarampin 23,722 38,05
10. Patludismo 18,568 29,79
11.Blenorragia 17,057 27,36
12,0tras enfermedades intestina

les debidas a protozoarios 15,690 25,17
13.Neumonfas 14,438 23,16
14.Parotiditis 14,087 22.55
15.5almonelosis 11,952 19.17
16.Tuberculosis pulmonar 10,961 17.53

" Por 100,000 habitantes
Fuente: Direccion General de Bioestadistica, S.S,A.

Tomada de: Sal,Pib,Méx., 22 (3); 252, 1980,



TABLA X

MORBILIDAD POR TUBERCULOSIS EN LOS ULTIMOS CUATRO AROS EN LOS ESTADOS
UNIDOS MEXICANOS.

(33

1973 - 1976

ARO TUBERCULOSIS PULMONAR TUBERCULOSIS OTRAS TOTAL
FORMAS

1973 13,577 371 13,948

1974 11,345 264 11,609

1975 10,964 453 11,417

1976 10,961 n 11,332

Fuente: Direccidn General de Bioestadistica, S.S.A.

Tomada de: Sal.Pdb.Méx., 22 (3): 253,1980,
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TABLA XI

GRUPO COORDINADOR INTERINSTITUCIONAL. INCIDENCIA Y PREVALENCIA DE ENFER-
MOS TUBERCULOSQS PULMONARES.

Institucign Enfermos descubiertos Existentes al 31 dic,
en 1978 1978

SSA 10,802 ¢ 19,792 "
IMSS 11,249 27,000
ISSSTE 1,531 2,275
DDF 160 396
SDN 327 455
SM | 81 " 177
PEMEX 70 213
FNM 144 255
DIP 18 126

* Confirmacion bacteriologica

INSTITUCIONES: Secretaria de Salubridad y Asistencia (SSA), Instituto Me~
xicano del Seguro Social (IMSS}, Inmstituto de Seguridad y Servicios Socia
les de los trabajadores del Estado (ISSSTE), Departamento del Distrito Fe
deral (DD), Secretaria de la Defensa Nacional (SDN), Secretaria de Marira
{SM), Petrdleos Mexicanos (PEMEX), Ferrocarriles Nacionales de México
(FNM), Ststema Nacional para el Desarrollo Integral de la Familia (DIF).

Tomada de: Sal.pib.Méx., 22 (3): 254, 1980.
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nuara.
Para tratar de manejar el problema se ha elaborado un Programa Nacio
nal de Control de la Tuberculosis (26,32}, cuyos lineamientos son:
a) Vacumacidn con BCG
b) Incremento de la bisqueda por microscopia
¢) Estudio de los contactos
d) Tratamiento ambulatorio
e) Investigacidn de la tuberculosis bovina
f) Educacion para 1a salud
g) Coordinacidn de las Instituciones de salud

h) Cursos al personal médico y de laboratorio

f) Diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis :
En el diagnbstico bacterioldgico de 1a tuberculosis deben seguirse

tres pasos fundamentaimente:

a) Demostracidn de bacilos &cido-alcohol resistentes en las muestras

clinicas.
| b) Aislamiento del agente causal en forma pura

¢) ldentificacidn de] microorganismo mediante pruebas bioquimicas,

f .1) Recoleccion de muestras

Las micobacterias pueden aislarse a partir de una variedad de mues-
tras clinicas, incluyendo esputo, orina y 1iquido cefalorraquideo, de biop
sias de higado, médula 6sea y nddulos linfaticos, o bien de cualquier
fuente que se sospeche como sitio de enfermedad tuberculosa. Las muestras
que contienen una flora bacteriana mixta se deben procesar ripidamente pa
ra reducir el problema de contaminacion de Jos cultivos, E1 esputo debe

recogerse por la mafiana y aunque se ha sugerido que en una muestra de 24
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horas puede haber mayor recuperacion de las micobacterias, la incidencia
de contaminacifn es tambi@n mayor. Se deben recoger un minimo de 3 mues
tras en pacientes en quienes se sospeche una tuberculosis pulmonar o re-
nal. Los productos se deben transportar ripidamente al laboratorio, y

refrigerar si no se procesan inmediatamente (15,35),

f.2) Descontaminacion y concentracidn de las muestras

El alto contenido de Jipidos en la pared celular de las micobacte-
rias las hace resistentes a la accifn de las soluciones dcidas y alcali-
nas fuertes, lo que no sucede con otras bacterias. Debido a esto, las
muestras clinicas que pueden contener una flora bacteriana mixta se tra-
tan con un agente descontaminante (&cido o &lcali) para eliminar organis-
mos diferentes de las micobacterias, licuar la mucina y poder concentrar
por centrifugacion a las micobacterias., Uno de los agentes descontaminan
tes mis utilizado en los laboratorios es el NaQH al 4%, el cual tiene
accién mucolitica que favorece la concentracion de las bacterias a las
que se aplica la centrifugacion. El tiempo de exposicidn de la muestra
con el agente descontaminante, debe controlarse para evitar un dafio qui-
mico excesivo.

E1 dcido oxdlico al 5% se utiliza sobre todo en aquellos casos en
Tos cuales las muestras contienen Ps. aeruginosa como contaminante, pero
al igual que el NaOH al 4% se debe controlar el tiempo de exposicidn.

El método del fosfato trisddico-cloruro de benzalconio (Zefirdn) se
emplea en muchos laboratorios, ya que no es necesario controlar el tiempo
de exposicion con la muestra.

El cloruro de benzalconio sirve como descontaminante y el fosfato tri

s6dico como agente homogenizante, Las muestras tratadas por este método
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se deben inocular en un medio a base de huevo para neutralizar la inhibi-
¢idn del desarrollo provocado por el cloruro de benzalconio, Si se uti-
Tizan medios a base de agar conyiene usar lecitina para neutralizar la a-
ccion de aquel descontaminante (15,35),

Se ha descrito el empleo de una solucidn concentradora que contiene
NaOH al 2% y n-acetil-1-cisteina (NALC), E1 NALC es un agente mucolitico
que actia reduciendo los enlaces disulfuro y liberando a las Mycobacteria.
E1 NaOH al 2% en 1a solucion sirve como descontaminante, usualmente se em
plea HCL para neutralizar a este agente descontaminante; debido a la po-
tencia de estas soluciones es dificil lograr un punto final neutro, La
ventaja del NALC es que, al utilizar un gran volumen de émortiguador de
fosfatos, disminuye la posibilidad de cambios de pH. El amortiguador sir
ve para lavar la muestra, diluir las sustancias toxicas y disminuir la
densidad de las muestras, haciendo que la centrifugacion sea mas efectiva .

El cloruro de cetilpiridinio al 1% con NaCl al 2%, es un agente des-
contaminante muy efectivo; se utiliza en aquellos cases en los cuales las
muestras de esputo deben ser transportadas. El bacilo tuberculoso sobre-

vive hasta 8 dias sin pérdida significativa de su viabilidad (20).

f.3) Tincidn y examen microscopico de baciles dcido-alcohol-resistentes.

La presencia de bacilos dcido alcohol-resistentes en muestras clini-
cas, constituye una valiosa ayuda para la deteccidn precoz de la enferme-
dad y el control de la terapia antimicrobiana.

Generalmente se utilizan dos tipos de tinciones para l1a bisqueda de
bacilos dcido-alcohol resistentes.
1. Tinciones can carbolfucsina

a) Ziehl-Neelsen (“tincidn caliente")

b) Kinyoun ("tincion fria")
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2. Tinciones fluorocrdmicas: auramina 0, con rodamina o sin ella, que es
un segundo fluorocromo.

EY frotis tefiido con carbolfucsina debe observarse con un objetivo
de inmersidn en aceite, que limita de esta manera el drea total del fro-
tis que se puede visualizar en una unidad de tiempo. En cambio, Tos fro
tis tefiidos con auramina 0, es posible observarlos con un objetivo 25X,
que aumenta el campo visual y reduce el tiempo requerido para explorar
un drea determinada del frotis. Las bacterias tefiidas con auramina 0 se
observan de color amarillo brillante en un fondo obscuro, lo que permite
visualizar los frotis con menor auménto, sin pérdida de sensibilidad.
Debido a que con las tinciones fluorocrdmicas se observa un adrea del fro
tis significativamente mds extensa por unidad de tiempo que con la tin-
cion con carbolfucsina, ofrecen la ventaja de una mayor sensibilidad.

Al realizar el reporte de la observacion microscépica se debe saber
el nimero relativo de bacilos &cido-alcohol resistentes presentes. E1 Co
mité de Revisibn para el Diagnbstico Estdndar de la Sociedad Americana
Torfcica, ha recomendado un esquema relacionado con 1a Escala de Gaffky
para realizar dicho reporte (35) (Tabla XII).

Si se observan s6lo uno o dos bacilos, se debe reportar el nimero y
repetir el estudio, ya que pueden estar presentes artefactos y dar resul-

tados falsos positivos.

f.4) Medios de cultivo

Dentro de los medios utilizados para el aislamiento y crecimiento
de las micobacterijas tenemos:
Medios de cultivo no selectivos

Se utilizan medios de cultivo a base de huevo; el mis comﬁnmente



TABLA XII

NUMERQ RELATIVO DE BACILOS ACIDO-ALCOHOL RESISTENTES PRESENTES EN UN
FROTI § PROPUESTO POR EL COMITE DE REVISION EN DIAGNOSTICO ESTANDAR DE

LA SOCIEDAD AMERICANA TORACICA.,

Escala de Gaffky No. de bacilos acido alcohol
resistentes observados

0 No se observé ningin bacilo en
todo el frotis

1 Se observaron de 3 a 9 bacilos
en todo el frotis

3 Se observaron 10 o mis bacilos
en todo el frotis

6 Se observaron 10 o mds bacilos
por campo

Reporte

Negativo (0)

Escasos (+)

Pocos {++)

Numerosos (+++)

Tomada de: The Clinically significant Mycobacteria: Recognition and
identification; American Society of Clinical Pathologists,

pag. 65
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empleado es el de Lowenstein-Jensen, que ademas contiene glicerol, harina
de papa y verde de malaquita al 0,025%, como inhibidor, E1 medio de Pe-
tragnani es elaborado con una base de leche y verde malaquita al 0,052:
y es mds inhibitorio que el de Lowenstein-Jensen, Se utiliza en aquellos
casos en que las muestras estdn muy contaminadas,

Durante 1950, Cohen y Middlebrook desarrollaron una seris de medios
de cultivo para el ajslamiento de Mycobacteria, Estdn constituidos a ba-
se de 8cido oleico, vitaminas y glicerol, cofactores, sales defiridas y
albimina, La deteccidn de desarrollo en estos medios es a los 10-12 dias
en lugar de los 18-24 dias dé incubacibn requeridos para otros. E1 7H9
de Middlebrook es un medio 1iquido y el 7H10 y 7H11 de Mi-dlebrook son
sdlidos y se utilizan para el aislamiento y pruebas de susceptibilidad.

E1 medio 7H11 difiere del 7H10 porque contiene hidrolizado de casei-
na al 1%; se ha comprobado que este aditivo mejora la velocidad y canti-

dad de desarroilo de las micobacterias resistentes a la isoniacida (15).

Medios de cultivo selectivos

Uno de los medios de cultivo selectivos mds utilizado es el descrito
por Gruft, que estd formado por el medio de Lowenstein-Jensen adicionado
de penicilina, dcido nalidixico y ARN., Existe también este mismo medio
de Lowenstein-Jensen, pero conteniendo ciclohexamida, lincomicina y aci-
do nalidixico. Es muy Gtil ya que evita la contaminacidn fingica y bacte
rianma. E1 7H1Y selectivo contiene carbenicilina, polimixina, lactato de
trimetropim y anfotericina B; se ha demostrado que con &) hay una recupe-
racion mayor de las micobacterias, sobre todo cuando se utiliza como agen

te descontaminante NALC-NaOH al 2%,
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£.5) Incubacidn de los cultivos

Todos los cultivos deben incubarse a 359.370C, Los cultivos de Te-
siones de piel deben incubarse a 30-32°C, Las micobacterias se desarro-
1lan mejor en una atmdsfera con 3 a 11% de C0,. ET uso de CO7 es necesa-
rio cuando se utiliza el medio 7HI0 o 7H11 de Middlebrook,

La mayoria de las micobacterias patdgenas para el hombre desarrollan
en un periodo de 2 a 4 semanas de incubacibn. Cuando se sospecha de tu-

berculosis, el resultado no se debe reportar negativo hasta las 8-10 se-

manas de incubacidn,

f.6) Identificacion de las Mycobacteria

Son muy numerosas las pruebas propuestas (15,17,20,35,40) para la i-
dentificacion de las micobacterias. En la lista siguiente se muestran al
gunas de las mas conocidas.

Actividad de fosfatasas acidas

Actividad de fl-galactosidasa

Degradacion de acido p-amino salicilico y salicilico

Cromatografia de 1ipidos en capa fina

Actividad de peptidasa

Reduccion de acido p-aminobenzoico

Reduccion de acido p-nitrobenzoico

Reduccion de acido ;icrico

Degradacion del acido p-nitrofenol acético

Acumulacion de niacina

Actividad de la nitrato reductasa

Actividad de catalasa
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Actividad de la arijlsulfatasa

Hidro11sis de Tween-80

Reduccidn de telurito

Crecimiento en Agar MacConkey

Actividad de ureasa

Produccidn de pigmento

Las U1timas 9 pruebas son las utilizadas mds cominmente en el Tabora
torio, para la identificacion y diferenciacién de las Mycobacteria (17,35)

Se han descrito una serie de pruebas para Ta diferenciacion del baci

lo tuberculoso (M. tuberculosis y M. bovis) de otras micobacterias (Ta-

bla XIII) (40),

Acumulacion de niacina: La niacina la forman todas las micobacterias co-
mo subproducto metab6lico, pero la mayoria de las especies poseen una en-
zima que transforma la niacina libre en niacina ribonucleétido. M. tuber-

culosis, M. simiae, algunas cepas de M. marinum y M. bovis, carecen de es

ta enzima y acumulan niacina como subproducto hidrosoluble en el medio de

cultivo.

Fundamento: En la prueba quimica para la deteccién de niacina, descrita
por Runyon, el dcido nicotinico reacciona con el bromuro de ciandigenc en
presencia de una amina primaria, formando un compuesto amarillo (15,17,

20,35).

Actividad de nitrato reductasa: La presencia de la enzima nitrato reduc-
tasa es una importante caracteristica de jdentificacion. Las especies de

M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai y M, fortuitum reducen nitratos




TABLA XIII

COMBINACION DE PRUEBAS USADAS PARA LA DIFERENCIACION DEL BACILO TUBERCU-
LOSO (M. tuberculosis y M. bovis) DE OTRAS MICOBACTERIAS

Resultado de las pruebas

Combinacion Prueba Bacilo tubercu- Otras mico-
loso bacterias
1 Crecimiento en un medio con
acido p-nitrobenzoico (0.5
mg/m1) - +

Crecimiento en un medio con
teniendo hidroxilamina (62.5
mg/ml) - +

2 Produccidn de niacina (3 y 6
semanas - -

Crecimiento en un medio con- , :
teniendo hidroxilamina - +

Crecimiento en un medio -con-
teniendo la hidrazida del &-

cido tiofeno-2-carboxilico T +
3 Crecimiento en un medio con-

teniendo acido p-nitrobenzoi-

co (0.5 mg/ml) - +

Crecimiento en medio de Ogawa
conteniendo acido salicilico
(0.5 mg/ml) - +

Crecimiento en un medio con-
teniendo hidroxilamina (700

mg/ml ) - +
Crecimiento en agar Sauton - +
Crecimiento a 289C - +

+ resultado positivo, - resultado negativo, y 3 resultado positivo para
M. tuberculosis pero negativo para M, bovis,

Tomada de: Rev.Infect.dis, 3(5) : 842,1981,
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a nitritos, al igual que M, flavescens, M, terrae, M, triviale y M, che-

lonei.,

Fundamento: Las micobacterias que contienen nitrato-reductasa, pueden ob

tener oxigeno de nitratos y otros productos de reduccidn, La reaccion
quimica es:
NO3 + 2eT + Hp 5 NO3 + Hy0
Nitrato Nitrito
La presencia de nitrito en el medio se detecta afiadiendo sulfanila-
mida y n-naftiletilendiamina en un pH acido. Si hay nitritos se forma un

colorante rojo de diazonio (17,20,35).

Prueba de 1a catalasa: La mayoria de las micobacterias producen la enzi-
ma catalasa, pero en cantidades variables; algunas enzimas pueden inacti-
varse por calentamiento a 689C durante 20 minutos, mientras que otras son
estables, La semicuantificacidn de catalasa y la susceptibilidad al ca-

lentamiento a 68°C y pH 7, son caracteristicas Gtiles para la identifica-

cidn de las micobacterias,

Fundamento: Los microorganismos que producen la enzima catalasa, tienen
1a capacidad de descomponer el perSxido de hidrdgeno en agua y oxigeno 13
bre (17,20,35).
2 H202 3 2 HZO + 02
catalasa

Esta prueba se realiza con perdxido de hidrdgenc al 30% en una solu-
cion detergente (tween-80). E1 detergente ayuda a que las micobacterias,
hidrofdbicas, estrechamente agrupadas formando grandes agregados, se dis-

persen facilitando la deteccidn de la catalasa,



Actividad de 1a arilsulfatasa: La arilsulfatasa es una enzima secretada

por ciertas micobacterias, Los miembros del complejo M, fortuitum-chelo-

nei son Gnicos entre las micobacterias que producen suficiente ariisulfa
tasa como para mostrar una prueba positiva a los tres dias, Otras espe-
cies producen pequefias cantidades de esta enzima, pero su crecimiento es
tan lento que no se pueden dar resultados confiables. De esta manera,
esta prueba se utiliza principalmente para la identificacion de Tos mi-

croorganismos del complejo M. fortuitum-chelonei.

Fundamento: La ariisulfatasa es una enzima que libera fenolftaleina por
desdoblamiento de la sal tripotdsica del disulfato de fenolftaleina que
se incorpora al agar dcido oleico; la prueba se realiza afiadiendo una pe-
queiia cantidad de una solucion alcalina de carbonato de sodio a la super-
ficie de un cultivo de 3 dias, La aparicion de un color pirpura indica

una prueba positiva (17,20,35).

Hidrolisis de Tween-80: Las cepas que no tienen generalmente importancia
clinica son positivas a esta prueba. M. scrofulaceum y miembros del com-

plejo M. intracellulare-avium son tween-80 negativas.

Fundamento: Ciertas micobacterias poseen una lipasa que desdobla el
tween-80 (monooletato de polioxietilensorbitan) en acido oleico y sorbi-
tol poliexietilado, con modificacion de las caracteristicas Opticas de 1a
solucion que pasa del color amarillo pajizo (producido cuando la luz a-
traviesa 1a solucion de tween-80 intacta) al rosado. E1 cambio de color
en el indicador no se debe a un cambio de pH, ya que el acido formado es
neutralizado por 1a solucion amortiguadora utilizada. El cambio de color

indica la hidrdlisis o destruccion del tween-80 (17,20,35),
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Reduccifn de telurito: La capacidad de ]os'microoganismos del grupo "Ba-
ttey" para reducir con 3 dias e} telurito de potasio a telurijo, es una
prueba importante para la separacidn de este grupo de microorganismos de

otros miembros del grupo II de Runyon, Sj bien M, terrae y M, xenopei

del grupo III de Runyon pueden reducir el telurito de potasio, el tiempo

requerido es mayor de 5 dias.

Fundamento: Llas células micobacterianas reducen las sales de telurio a
telurfo metdlico; éste actda como un aceptor artificial de electrones y
se reduce a telurio metalico de color negro, esto-es realizado por la te-

lurio reductasa presente en forma soluble en M, avium (17,20,35).

Crecimiento en Agar MacConkey: La capacjdad de M, fortuitum para crecer
en agar MacConkey se usa como criterio para la separacidn de este microor
ganismo de otros de rapido crecimiento, M, fortuitum se desarrolla en §
dias mientras que otras micobacterias de rapido crecimiento son inhibi-
das. Algunas micobacterias de rdpido crecimieﬁto pueden desarrollar en
este medio a 1os 11 dias, pero no antes de 5 dias de incubacion, que es

cuando las colonias de M. fortuitum aparecen. (35)

Actividad de ureasa: La urea es una diamida del acido carbdnico con la

formula: 0
8
-C

2
Todas las amidas se hidrolizan facilmente con liberacifn de amonijaco

y diéxido de carbono.

Fundamento: La ureasa es una enzima que puede hidrolizar urea; esta prue

ba provee un medio simple para diferenciar M. scrofulaceum de M, gordonae.
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Es Gtil para separar a M, gastri de los otros miembros del grupo III de
micobacterias fotocromfgenas (17,38),

Reaccign quimica:

NHZ-IC-NHZ + 2 HOH €O, + Hy0 + 2MH; &= (NH4) 2(:03

Produccidn de pigmentos: La pigmentacidn de colonias jévenes de micobac-
terias, desarrollada en la obscuridad e inducida por exposicion a la luz,
pueden ser una caracteristica importante en la identificacidn de ciertas

especies de micobacterias.

Fundamento: La presencia de pigmentacion en las micobacterias, es el re-
sultado de la produccion de cristales de caroteno por parte de las mico-

bacterias de metabolismo active (17,20,35),

f.7) Medidas de sequridad

El mayor riesgo potencial de infeccion por micobacterias para el per
sonal del laboratorio, reside en la formacion de aerosoles, por lo cual
es preciso utilizar una cabina de sequridad para transferir muestras de
expectoracion u otro tipo de muestras a los tubos de centrifuga, prepa-
rar extendidos para la tincion e inocular cultivos. Se debe evitar cual-
quier contacto con superficies contaminadas. En todas Jas dreas de traba
Jjo se deben instalar recipientes conteniendo desinfectantes efectivos, co
mo: mezclas fendlico-jabonosas que emplean o-fenilfenol u otros deriva-
dos fendlicos, con periodos de contacto de 10-30 minutos; formaldehido,

al 3-8%; glutaraldehido alcalino al 2%; fenol al 5-10% (17,20).



PARTE EXPERIMENTAL

a) Material

agitadores

algoddn

anillo de fierro

asas

embudo de f{ltracion

frascos

gasa

gradillas

Jeringas

matraces de fondo plano (2,000 ml)
matraces Erlenmeyer (250,500 y 1,000m})
mecheros

membranas Millipore de 0,45 m (tipo HA)
palillos

papel filtro

pinzas millipore

pipetas Pasteur ‘

pipetas graduadas (1,5, y 10 ml)
portafiltros

portaobjetos

probetas {100 m])

soporte universal

tela de asbesto

tubos con tapdn de rosca de 12 X 75 mm
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tubos con tapbn de rosca de 16 X 125 mm
tubos con tapon de rosca de 20 X 150 mm

vasos de precipitados de 500 y 1,000 mi

b) Equipo

autoclave

bafio Marja en agitacidn
campana de flujo laminar
campana de extraccion
centrifuga

horno a 70°C

microscopio

c) Reactivas

anilina (Merck, México) |

aceite de inmersion (Merck,Darmstadt,Germany)

acido clorhidrico conc, (Merck,Darmstadt,Germany)

agua destilada /h

albdmina bovina (Sigma Chemical Co, )

alcohol etilico (J.T.Baker Chemical Co.)

bromuro de ciandgeno (Merck,Darmstadt,Germany)
carbolfucsina (Lab, de Preparacidon de Reactivos, I1.M.S,S.)
cloruro de azul de metileno (Merck Darmstadt,Germany)
cloruro de benzalconio {Merck,México)

cloruro de sodio (Merck,México)

diclorhidrato de n-naftiletitendiamina (Eastman Chemicals)

fenol (J.T.Baker Chemical Co,)
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fosfato acido de sodio anh. (Merck, México)

fosfato dcido de sodjo (12 HZO) (Merck, Darmstadt,Germany)
fosfato de sodio (Merck, México)

fosfato didcido de potasio {Mallinckrodt Chemical Works)
glicerol (J.T. Baker Chemical Co,)

glucosa (BBL, Div, Becton, Dickinson & Co,)

hidroxido de sodio (Merck ,México)

nitrato de sodio (J.T. Baker Chemical Co,)

nitrito de sodfo (Mallinckrodt Chemical Works)

peptona (Difco)

perdxido de hidrdgeno (30%) (Merck Darmstadt, Germany)
rojo de fenol (sodio) (Merck Darmstadt, Germany)
sulfanilamida (J.T. Baker Chemical, Co,)

Tween- 80 (Biochemicals Corporation)

urea (Merck,México)

d) Medios de cultivo
Base de Dubos (Baltimore Biological Laboratory)
Base de Lowenstein-Jensen (E. Merck Darmstadt,Germany)

Medio de MacConkey (BBL,Div.Becton, Dickinson & Co.)

e) Técn{éas empieadas

Las muestras de expectoracion fueron proporcionadas por el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (I.N.E.R.), obtenidas de pacientes
con diagndstico de tuberculosis. En el mismo Instituto se les realizé
tincion fluorocromica para 1a observacion de bacilos &cido-alcohol resis~

tentes,
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Tincin fluorocrdmica,-

~ Se realiza un extendido del material en Ta superficie de] portaobjetos,
tratando de dejar una capa gruesa (frotis grueso), E] frotis se fija
por calentamiento sobre 1a flama,

- Se cubre el extendido con auramina fendlica y se deja colorear 15 minu-
tos,

- Se decolora con alcohol-acido (2 minutos)

- Se cubre el extendido con permanganato de potasio al 0.5% que se deja
durante 2 minutos,

- Se enjuaga con agua, se deja secar y se observa

Los frotis se examinaron con objetivo 25X utilizando una ldmpara de
gas de mercurio y un fi{ltro BG-12, Las micobacterias se tifien de color
anaranjado amariliento contra un fondo obscuro,

EV reporte del examen microscépico se realizd de acuerdo con 10 esta
blecido por el Comité en Revisidn de Diagndstico Estindar de la Sociedad
Americana Tordcica (35) (Tabla XII).

Las muestras conteniendo bacilos dcido-alcohol resistentes se descon
taminaron utilizando el método del fosfato trisédico-cloruro de benzalco-
nio (Zefirdn).

Método del fosfato trisddico-cloruro de benzalconio.-

Se mezclan en un tubo de centrifuga estéril igqual porcidn del digestan-

te {fosfato trisodico-cloruro de benzalconio) y de la muestra de expec-

toracion.

Se agita por 30 minutos

Se dejan los tubos en reposo durante 20 minutos a temperatura ambiente

Se decanta &1 sobrenadante en un frasco conteniendo fenol al 10%

Se resuspende en 10-20 m) de amortiguador de fosfatos estéril (1/15M)
pH 6.6.
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- Se centrifuga por 20 minutos a 3000 rpm
- Se decanta el sobrenadante en e] frasco que contiene el desinfectante,
- Se toma aproximadamente 0.5 ml del sedimento con una pipeta Pasteur es-
téril y se inoculan sobre la superficie de un medio de Lowenstein-Jen-
sen. En nuestro caso esta inoculacién se realizb en 4 tubos contenien-
do medio de Lowenstein-Jensen.
Todos los tubos se incubaron a 35-37°C; los que no mostraron creci-
miento a las 12 semanas se desecharon y en los que si se manifestd, se
les realizd un frotis y tincion de Ziehl-Neelsen para la observacion de

bacilos dcido-alcohol resistentes y comprobar pureza de las cepas,

Tincidn de Ziehl-Neelsen.-

- Se prepara un frotis cubriendo una drea de 2-3cm

Se fija el frotis por calentamiento durante dos horas o a 650C toda la

noche

- Se colocan los portacbjetos en una platina, con un pequefio pedazo de
papel filtro encimg.

- Se cubren con carbolfucsina

- Se calientan a vapor por 5 minutos (No hervir, ni dejar secar)

- Se retira el papel filtro y se lavan con agua destilada o de 1a 1lave

- Se decoloran con alcohol-acido hasta que la solucidn corra clara (aprox.
2 min.)

- Se lavan con agua destilada o agua de la llave

- Se contrasta con azul de metileno por 30-60 seg,

- Se vuelve a lavar con agua destilada o de la 1lave, dejando secar y se

examinan en el microscopio con objetivo de inmersidn, Las micobacterias
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se observan de color rojo y los microorganismos diferentes a ellas se ob
servan de color azul,

En algunos cultivos hubo desarrollo micobacteriano y contamina-
cibn (bacteriana y/o fingica), se volvieron a descontaminar por el mdto-
do descrito anteriormente para la recuperacidn de las mjcobacterias,

La identificacidn preliminar de las Mycobacteria se basd en la mor-
fologia colonial, pigmentacidn y velocidad de crecimjento (22) (Tabla XIV)

La identificacidn definitiva se fundd en los resultados obtenidos

en la realizacion de las siguientes pruebas bioquimicas:

Acumulacion de niacina:

Técnica.- Se arade 1 ml de solucion salina estéril a un cultivo con desa-
rrollo minimo de 4 semanas, como la niacina debe extraerse del medio de
cultivo, el desarrollo no debe cubrir teda su superficie y en caso de
_ser asi, raspar parte del desarrollo hacia un lade, a fin de permitir
que la solucién salina se ponga en contacto directo con el medio, se de-
ja que cubra la superficie durante 15 a 30 minutos, Se transfieren 0.5m]
de la extraccion a un tubo limpio con tapdn de rosca, se afiaden 0.5 ml

de anilina al 4% y 0.5 ml de bromuro de cianbgeno al 10%. Si se extrajo
1a niacina del medio, aparece un color amarillo en pocos minutos. Si la
prueba resulta negativa, se vuelve a incubar el cultivo durante 2 a 3 se
manas a 37°C y se repite nuevamente 1a prueba (La prueba se realiza en
una campana de extraccion) (15,17,20,35).

Control positivo: M. tuberculosis

Control negativo: M. intracellulare

Actividad de 1a nitrato-reductasa:

Técnica.- Se colocan unas gotas de agua destilada estéril en un tubo esté



TABLA X1V

(54

IDENTIFICACION PRELIMINAR DE MYCQBACTERJA AISLADA DE MUESTRAS CLINICAS,

Caracterizacion inicial de micobacterias y reporte preliminar;

GRUPO RUNYON

[ FOTOCROMO~
GENAS

IT ESCOTOCRO-
MOGENAS

IIT NO CROMO-
GENAS

Iv DE CRECI-
MIENTO RA-
PIDO

Tomada de:

J.Clin.Microbiol.,

MORFOLOGIA COLONIAL Y PIG~
MENTACION

Colonias secas, color ante
y crecimiento lento

Crecimiento lento,colonias
pigmentadas después de ex-
poner a la luz.

Crecimientn lento, colonias
pigmentadas sin exponer a
1a luz.

Crecimiento lento,colonias
gﬂmedas, lisas y no pigmen-
as.

Crecimiento rapido

REPORTE PRELIMINAR

Bacilos dcido-resistentes,
parecidos a M, tuberculosis

Bacilos dcido- resastentes,
fotocromigenos; el mas comun
mente aislado es M. kansasii

Bacilos dcido-resistentes cro
mogénicos: M. gordonae y

M. scrofulaceum son 10s mis
comUnmente aislados.

Bacilos écido-resistentes

no cromogénicas: el més co-
minmente aislado es M, avium-

intracellulare.

Baciles dcido-resistentes:
M. fortuitum y M. chelonei
Son Tos mas comunmente ais~
lados.

13 (3): 470, 1981,
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ril con tapin de rosca. Se toma una asada de cultivo de micobacterias y
se emulsiona en el agua, se afiaden 2 ml de una solucidn amortiguadora de
nitrato de sodio {1/100 M, pH 7), se mezcla por agitacion e {ncuba duran
te 2 horas a 37°C. Se agrega 1 gota de HC1 1:1, 2 gotas de solucidn de
sulfanilamida 0,2% y 2 gotas de solucidn de diclorhidrato de n-naftile -
tilendiamina 0,1%. La aparicidn de color rojo se observa inmediatamente,
indicando una prueba positiva. Si no hay desarrollo de color, se afiade
una pequefia cantidad de polvo de 2inc y si aparece color rojo la prueba
es realmente negativa. Si no hay desarrollo de color al agregar el zinc
la prueba era positiva, pero los nitratos de la solucidn se redujeron has
ta compuestos incoloros,
Control positive: M. tuberculosis

La intensidad del color desarrollado se puede cuantificar comparan-
do con estdndares de color. Los estindares se preparan realizando 13 di
luciones serfadas de una solucidn de NaNO, (17100 M}. A Tas diluciones
6,7,8,10,11 y 13 se les agrega 1 gota de HCl 1:1, 2 gotas de diclorhidra-

to de n-naftiletilendiamina y 2 gotas de sulfanilamida.

Tubo No. Dilucidn Esténdar
6 1:64 5+
7 1:128 4+
8 1:256 3+
10 1:1024 2+
n 1:2048 1+
13 1:8192 +

Las soluciones estindares son estables por 10-15 minutos,



Hidrélisis de Tween-80:

Técnica,~ Se toma con un asa estéril un poco de desarrojlo activo de un
cultivo de micobacterias y se inocula en el sustrato tween-80, Se incuba
a 35-370C durante 10 dias observando si hay un cambio de color de amarin
1o pajizo a rosa durante los primeros 3 dias y luego diariamente,
Control positivo {rdpido): M. kansasii

Control positivo (tardie):; M, gastri

Control negativo: M, scrofulaceum

Crecimiento en Agar MacConkey:

Técnica.~ Se toma una asada de un cultivo liquido (Tween-albimina) de mi-
cobacterias y se inocula en un medio de MacConkey., Se incuba durante 11
dias a 35-379C, revisando los cultivos a los 5 y 11 dias, Se reporta co-
mo resultado pesitivo cuando se observa crecimiento,

Control positivo: M. fortuitum

E1 agar MacConkey que se utiliza no debe contener cristal violeta,

ya que éste inhibe el desarrollo de todas las micobacterias.

Actividad de catalasa:

Técnica.- Prueba directa: Se colocan 1 a 2 gotas de una solucion tween-
peroxido recién preparada sobre una colonia micobacteriana, Se observa
durante 4 a 5 minutos para ver si hay desprendimiento de burbujas, que
indica una prueba positiva. La ausencia de ellas, indica una prueba ne-
gativa,

Prueba semicuantitativa: Se inocula sobre la superficie de un medio de
Lowenstein-Jensen 0.1 m1 de un cultivo 1iquido (Tween-albdmina) de mico-

bacterias con 7 dias de desarrollo . Se incuba durante 2 semanas a 37°C.
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La tapa del tubo se debe dejar floja para permitir el intercambio de aijre,
Se afiade 1 ml de solucion tween-perdxido y se deja en posicidn vertical
durante 5 minutos, Se mide la altura de la columna de burbujas sobre la
superficie del medio y se anota.

Prueba de la catalasa termoestable: Se emulsionan en un tubo 0.5 ml de
amortiguador de fosfatos {(1/15 M pH 7} con varias colonias del microorga-
nismo, se coloca en bafio Maria a 68°C durante 20 minutos, se retira y de-
ja enfriar a temperatura ambiente. Se afiaden 0.5 ml de la mezcla tween-
peroxido recién preparada, observando si hay formacion de burbujas y no
descartandolo como negativo hasta después de 20 minutos. La formacidn

de burbujas indica una prueba positiva y su ausencia, una prueba negativa.
No se debe agitar el tubo pues la presencia de detergente en la mezcla pue

de dar resultados positivos falsos (17,20,35).

Actividad de ureasa:

Técnica.- Se toma una asada de un cultivo de micobacterias y se inocula
en tubos conteniendo medio de urea, se incuba a 35-37°C durante 7 dias
(38), revisando diariamente. Un cambio en el color amarillo a rosa o ro-
Jjo indica una prueba positiva.

Control positivo: M. fortuitum

Todas las técnicas anteriormente mencionadas, se realizaron bajo con
diclones de éeguridad para evitar cualquier tipo de contaminacidn,
La preparacion de medios de cultivo y reactivos estdn descritos en

el Anexo,
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 200 muestras de expectoracidn de pacien-
tes con diagndstico clinico de tuberculosts; por el estudio baciloscopi-
co se encontraron 59 muestras positivas (38+++,19++ y 2+) (Cuadrol) y del
cultivo de éstas, se obtuvo desarrollo en 44, mostrando crecimiento algu-
nas hasta después de 60 djas de incubacidn , La identificacidn se hizo
en forma preliminar utilizando datos de morfologfa colonial, pigmentacion
y velocidad de crecimiento, con estas observaciones de 1as 44 cepas ais-
ladas 6 corresponden a micobacterias no tuberculosas y las restantes a

M. tuberculosis o M. bovis(Cuadro II).

De las 44 cepas aisladas, 10 sufrieron contaminacion bacteriana y/o
fingica, sin poder ser recuperadas después de volver a descontaminar.

La identificaciﬁn definitiva de las cepas no contaminadas, se reali-
z8 por caracterizacidn bioquimica, correspondiendo 4 de ellas a M. kansa-
si1 y las 30 restantes a M. tuberculosis (Cuadro III).

" Se real1zd la historia clinica de los 34 pacientes en quienes se ais
16 Mycobacterium, Yogrindose solo en 29 {Cuadro IV). Los datos obtenidos
se utilizaron para relacionar la frecuencia del padecimiento en cuanto a
sexo (Cuadro V), edad (Cuadro VI) y ocupacién (Cuadro VII). Se detemind
ademéis 1a evolucibn que presentaron los pacientes después del tratamien
to (Cuadro VIII) y los padecimientos asociados con la enfermedad (Cua-

dro X}; finalmente se correlaciond la especie de Mycobacterium identifi-
cad? (Cuadro IX).



CUADRO I

AISLAMIENTO £ IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM
A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Nimero y grado de positividad de muestras estudiadas por baciloscopfa (1)

Reporte: No. de huestras
Numerosos o (+++) 38
Pocos o (++) ' | 19
Escasos o (+) 2
Negativo o (0) L 14

TOTAL 205

(M

= De acuerdo al Comité en Revisién de Diagnostico'Est&ndar de 1a Sociedad Americana Tordcica (35)

6S)



CUADRO II

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM
A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Identificacifn preliminar de cepas aisladas (1)

Morfologfa colonial

Pigmenta;idn Ve]ogidad de crecimiento No. dg cepas. Microorganismo probable

colonias rugosas,
secas

colonias rugosas,
secas

colonijas lisas

amarillo mate Mayor de 60 d!as 9 bacilo tuberculoso

amarillo mate Entre 40-60 dfas , 29 bacilo tuberculoso

amarillo Entre 18-22 dfas 6 micobacterias no tuberculosas
TOTAL 7

(1) = De acuerdo con Patrick Murray y Donald Krogstad, (22)

09)



ATSLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM

CUADRO 1I1

A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Pruebas bioquimicas. Resultado de las especies identificadas

CATALASA
Reduccién Semi- pH 7 Degradacion Crecimiento
Cepa Niacina Nitratos cuant. (1) 689C Tween - 80(2) Agar MacConkey Ureasa(3) Especie
1 + 4+ 28 - - - + M. tuberculosis
2 + 4+ 23 - - - + M. tuberculosis
3 + 4+ 17 - - - + M. tuberculosis
4 * 3+ 27 } - - + M. tuberculosis
5 + 3+ 23 - - - + M. tuberculosis
6 + 3+ 24 - - - + M. tuberculosis
7 + 3+ 24 - - - + M. tuberculosis
8 + 4+ 25 - - - + M. tuberculosis
9 + 3+ 36 - - - + M. tuberculosis
10 + 4+ 33 - - - + M. tuberculosis
n + 34+ 21 - - - + M. tuberculosis
12 + 3+ 33 - - - + M. tuberculosis

L9)

n

ET ndmero indica miTfmetros de burbujas

los b

dfas

(3) = Positiva a Tos 1 - 7 dfas



CUADRO I11{cont.)

CATALASA
Reduccién Semi- pH_ 7  Degradacién Crecimiento
Cepa Niacina Nitratos cuant. (1) 68°C Tween - 80(2) Agar.MacConkey .Ureasa(S) Especie

13 + 3+ 28 - - - + M; tuberculosis
14 + 3+ 26 - - - + M. tuberculosis
15 * 3 30 i} B ) + ﬂ tuberculosis
16 + 4+ 33 - - : - + M. tuberculosis
17 + 3+ 19 - - - + M. tuberculosis
18 + 3+ 30 - - ' - + M. tuberculosis
19 + 3+ 28 - - - + M. tuberculosis
20 + 4+ 27 - - - + M. tuberculosis
21 + 3+ 25 . - - ' + M. tuberculosis
22 + a+ 29 - e + M. tuberculosis
23 + 3+ 30 - - - + M. tuberculosis
24 + 3+ 26 - - - + M. tuberculosis
25 + o 3+ 31 - - - + M. tubercylosis
26 + 3 26 - - - + M. tuberculosis

N




CUADRO IIT (Cont.)

CATALASA
Reduccién Semi- pHo7 Degradacidn Crecimiento
Cepa Niacina Nitratos cuant. (1) 68°C Tween - 80(2) Agar MacConkey  Ureasa Especie

27 + 3+ 25 - - - + M. tuberculosis
28 + 3 30 - - - + M. tuberculosis
29 - 4+ 250 + - - + M. kansasii
30 - 3+ >50 + - - + M. kansasii
k)| - 3+ 50 + - - + M. kansasii
32 - 3+ 250 + - - + M. kansasii
33 + 4+ 19 - - - + M. tuberculosis
34 + 3+ 25 - - - + M. tuberculosis

£9)



CUADRC 1V

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENER( MYCOBACTERIUM

A PARTIR DE EXPECTORACI

Estudio clfnico resumido de‘pacientes en quienes se aislo Mycobacterium

ONES

Paciente 1 2 3 4 o 5

S M M M M F

E 45 afios 40 afios 61 afios 49 afios 23 afios

L.0. Edo.Nayarit Edo,México Edo.Querétaro Edo.Yeracruz Edo,Chiapas

L.R. Edo.Nayarit Edo,México México,DF Edo.0axaca Edo.Chiapas

0 campesino campes jno artesano campesino hogar

E anal fabeta anagfabeta Jo.primaria Jo,primarta 20.primaria

F.I1. 6-vV-83 14-y-83 25-y11-83 3-V~83 13-VII-83

F.E. 24-V111-83 28-VI1-83 7-1X-83 25-VI1-83 23-VII1I1-83

T.E, 2 aflos 17 meses 14 meses 10 meses 9 meses

T.P. hain,eth,sm sin tratamiento sin tratamiento sin tratamiento sm.?ain,e:hégif
cicl. ,prot,tia,

T.I.H. hain,eth,sm sm,hain,eth hain,eth,sm sm,hain,eth hain,rif,km,tia

M.A. M. tuberculosis "~ M.tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis

o Buena evoYucion MaTa evolucion gh}? evolucidn Mala evoTucion Mala evoTucidn

allece

a : ;:égulino F.1. = fecha de ingreso M.A. = micobacteria aislada rif= rifampicina

F = femenino F.E. = fecha de egreso C = comentario -pia= piazolina

E = edad T.E. = tiempo de evolucién hain = hidracida del acido sm= estreptomicina

L.0. = lugar de origen del padecimiento isonicotfnico eth= etambutol

L.R' - lugar de resgdencia T.P. = tratamiento previo cicl = cicloserina ‘tia= tiacetazona

0'=.ocupa216n T.I.H. = tratamiento prot = protionamida km= kanamicina

£ = escolar{dad intrahospitalario .

¥9)



CUADRO 1V (Continuacidn)

Paciente 6 7 8 9 10

S M M M F F

E 63 afos 31 afios 33 afios 55 afios 30 afos

L.0. México,D.F. Edo.México Edo,Veracruz Edo.M8xico Edo.Guerrero

L.R. México,D.F. Edo.México Edo.Veracruz Edo,México Edo.Guerrero

0 ninguna albafil ninguna hogar mesera

E primaria Jo.primaria preparatoria analfabeta sabe leer y
escribir

F.1. 11-v-83 1-X-80 24-y-83 J0-vI-83 9-vI-83

F.E. 4.y111-83 28-V-~81 21-vVI-83 28-X-83 9.X1-83

T.E. 9 semanas 6 afos 7 afios 10 meses 41 meses

T.pP. sin tratamiento sm,hain,eth sm,hain,eth sin tratamiento sm,hain,eth

T.1.H. sm,hain,eth km,hain,rif,pia sin tratamiento sm,hain,eth km,rif,cicl,prot

M.A. M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis

c Buena evolucion Wala evolucion Mala evolucian . Mala evoTucian Buena evolucion

59)



CUADRO IV (Cont{nuacidn)

Paciente A 12 13 14 15

S NO M M F M

E 33 afos 42 afios 53 afios 48 afios

L.0. FUE Edo,Chihuahua Edo,México Edo,0axaca Edo,Puebla

L.R. POSIBLE Edo.Chihuahua México,D,F. México,D,F, México,D,F.

0 impresor albanil hogar Eintor

E REALIZAR lo, secundaria analfabeta ninguna 0,primaria
F.1. LA HISTORIA 19-Y11-83 30-V-83 13-V11-83 21-V-83

F.E. 5-1X-83 25~X-83 14-X~83 11-VIII-83

T.E. CLINICA 4 afos 1 afo 4 meses 9 meses

T.P. hain,sm,eth sm,hain,eth sin tratamiento sin tratamiento
T.1.H. prot,rif,cicl. rif,cicl,treventix sm,hain,eth sm,hain,eth
M.A. M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M, tuberculosis M. tuberculosis
c Ma1a evoTucion Mala evoTucidn Buena evolucidn Mala evolucion

99)



CUADRO IV (Continuacidn)

Paciente 16 17 18 19 20

S F F M M

E 33 afos 23 afios NO 22 afios 60 afos

L.0. Edo.Guerrero Sn,Luis Potosi _México,D.F, Edo,Hidalgo
L.R. Edo.Guerrero - Sn,Luis Potosi FUE México,D,F, Edo.Hidalgo

0. hogar hogar POSIBLE se desconoce agricultor

£ 20.primaria 50,primaria secundaria se desconoce
F.I. ;1-}1-33 ﬁs-vg-ef 4 REALIZAR %?-V-83 %g-VI-SB

F.E. -VII- ospitalizada -VI11-83 ~VI1-83

T.E. 6 afos 2 afios LA HISTORIA 6 meses 1 aflo

T.P. sm,hain,eth sm,hain,eth CLINICA rif,hatn sin tratamiento
T.1.4. ctcl,prot,rif,hain hain,rif,cicl,pia . sm,hain,eth sm,hain,eth
M.A. M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis
c Buena evolucion Buena evoTucion - Mala evolucion Buena evolucion

L9)



CUADRO 1V (Continuacidn)

P 21 22 23 24 25

S NO M F F M

E 28 aflos 18 afios 50 afios 47 afos

L.0, FUE Edo.Veracruz Edo,Chiapas Edo,Oaxaca Edo,Coahuila
L.R. POSIBLE Edo.México Edo,Chiapas Edo,Oaxaca México,D,F,

0 comerciante hogar hogar chofer

E REALIZAR analfabeta primaria se desconoce se desconoce
F.l. LA HISTORIA 20-V-83 22-V11-83 27-VI-83 24-Y-83

F.E. 30-Vi11-83 hospitalizada hospitalizada 30-VIII-83

T.E. CLINICA 11 meses 1 affio 3 meses 9 meses

T.P. sin tratamiento sm,hain,eth sin tratamiento sin tratamiento
T.1.H. sm,hain,eth hain,sm,eth sm,hain,eth sm,hain,eth
M.A. M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis M. tuberculosis
c Buena evolucidn Buena evoTucion Buena evolucion

Mala evoTuc¥dn

89)



CUADRO IV (Continuacién)

P 26 27 28 29 30

S M M M F M

E 26 afios 32 afios 43 afios 19 afios 82 afios

L.0. Edo.Guerrero tdo,Zacatecas Edo,Hidalgo Edo,Guerrero Edo.Guerrero
L.R. Edo.México Edo,Zacatecas Edo.Hidalgo Edo,Guerrero México,D,F,

0 vigilante campesino se desconoce hogar albafiil

E primaria do,primaria 4o,primaria 4o,primaria se desconoce
F.1. 29-1v-83 22-111-83 12-V-83 13-V11-83 2-111-83

F.E. 28-V11-83 3-VII1-83 2-VI11-83 1-X1-83 21-1X-83

T.E. 21 meses 3 afios 7 meses 3 afios 8 meses

T.P. sm,hain se desconoce sm,hain,eth smyhain sin tratamiento
T.1.H. sm,hain,eth hain,eth,sm,rif hain,rif,prot,kan  sm,hain,eth hain,sm,eth
M.A. M. tuberculosis M. tuberculosis M, tuberculosis M. kansasii M. kansasii

C Mala evolucion Mala evoTucion Mala evoTlucion Mala evoTucién Buena evoTucién

69)



CUADRO IV (Continuacidn)

P 3 32 33 34

S M F

E N 52 afios NO 67 afios

'I:g FUE Ego.Guerrero FUE Méx?co.g.F. )
.R. Edo,Guerrero México,D.F.

0 POSIBLE campesino POSIBLE hogar

E‘ I REALIZAR ;o.pr;maria REALIZAR ;e deggonoce
. -y1-83 6-V-

Fg, LA HISTRIA 26-V111-83 LA HISTORIA 8-X1-83

T.E. 2 afios CLINICA 4 meses

T.P. CLINICA sm,hain,eth sin tratamiento

T.I.H. sm,hain,eth sm,hain,eth,rif

M.A, M. kansasii M. kansasii M. kansasii M, tuberculosis

c : Mala eyoTucidn Buena evolucfon -

0L)



CUADRO V

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM
A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Frecuencia de 1a enfermedad en relacifn al sexo, de acuerdo a los datos obtenidos
en el estudio clinico

Sexo: No. de pacientes %
Masculino 19 ' : 65.52
Femenino 10 : 34.48

TOTAL 29 ‘ 100.00

1)



CUADRO VI

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM
A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Frecuencia de 1a enfermedad en relacifn a 1a edad, segdn el estudfo clfnico practicado

Edad; No, de pacientes 3
Entre 18-45 afios 18 62,07
Mayores de 45 afios u ’ 3,9

TOTAL 29 | ' 100,00

2L)
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CUADRO VII

AISLAMIENTO E IDENTIFICACIQN DE ESPECIES DEL GENERQ MYCOBACTERIUM
A PARTIR DE EXPECTORACIOHES

Frecuencia de la enfermedad en cuanto a ocupacion de los pacientes estudiados

Ocupactén;

hogar
campesino
albafil
artesano
mesera
impresor
pintor
comerciante
chofer
vigilante
se desconoce
ninguna

No. de pacientes b

MO PO bt bt bt = s b = B O O
w
-
S
o

TOTAL 29 100,00

£2)



AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM

CUADRO VIII

A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Apreciacifn clinica de 1a evolucifn de los pacientes despuds del tratamiento

Evolucidn;

Buena evolucidn
Mala evolucifn

Defunciones

TOTAL

No. de pacientes

12

16

29

41,38

55,17

3.45

100,00

veh



CUADRO IX

AISLAMIENTQ E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERQ MYCOBACTERIUM

A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Nimero y especies de micobacterias aisladas de pacientes con diagnostico

de tuberculosis

Especie: No,
M. tuberculosis 30
M. kansasii 4

TOTAL 34

88.23

11,77

100,00

GZ)



CUADRO X

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM

A PARTIR DE EXPECTORACIONES

Padectmientos que se encontraron asociados més frecuentemente en Jos pacientes

estudiados

Padecimiento:

ninguno {aparentemente)

desnutricion (11 grado)

sangrado de tubo digestivo

parasitosis intestinal

diabetes mellitus

infeccidn de vias urinarias

hepatopatia crénica

enfermedad cerebrovascular arterotrombdtica

Mal de Pott

parasitosis intestinal y desnutricidon {(II grado)
parasitosis intestinal y anemia hipocromica
diabetes mellitus y enfermedad cardiacaarteroesclerosa

TOTAL

No. de pactentes : %

31,03
3.45
3.45

17.24

10.35

10,35
3.45
3.45
3.45
6,89
3,45
3.45

bt et \D bk bt oo QD €D LTT et st LD

29 100.00

9/)
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Como se mostrd en los resultados, de Jas 200 muestras estudiadas
(Cuadro 1), sélo 59 fueron positivas al estudio baciloscdpico, Se puede
sefialar aqui que el estudio baciloscdpico se realiza para detectar y esta
blecer 1a evolucion de 1a enfermedad asi como para valorar la eficacia de
la terapia antimicrobiana, Podemos suponer que Tos pacientes en los cua-
les el estudio baciloscdpico fue negativo, estdn respondiendo al tratamien
to y que su evolucion es satisfactoria, aunque se deben continuar reali-
zando estudios repetidos para asegurar su eficacia,

Al verificarse la identificacion preliminar (Cuadro I1), tomando en
consideracion morfologia colonial, pigmentacion y velocidad de crecimien-
to de }as cepas aisladas, 6 pertenecen a micobacterias diferentes a M. tu-
berculosis y las 38 restantes a micobacterias tuberculosas {M. bovis o
M. tubefcu]osis). De éstas, 9 mostraron crecimiento ain después de 60
dias, por lo cual es importante no desechar los medios antes de que ten-
gan 10-12 semanas de incubacidn.

De las 44 cepas aisladas, solo 34 se lograron identificar completamen
te ya que 10 mostraron contaminacién bacteriana y/o fiingica, sin poder re-
cuperarlas aun después de volver a descontaminar, El1 problema de 1a con-
taminaciéé no fue posible controlarlo y la recuperacidn de las micobacte-
rias no pudo realizarse, debido a que la centrifuga utilizada para tal pro
pisito,en ese momento no estaba en condiciones dptimas, pero si podemos
determinar que con el método de descontaminacidn utilizado (cloruro de ben
2alconio-fosfato trisddico) se obtiene un buen porcentaje de recuperacin

de las micobacterias (74.58%),
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Por 1o mencionade anterjormente, sélo fue posible trabajar con 34
cepas, la ijdentificacion definitiva se hasd en los resultados obtenidos
en las pruebas bioquimicas (Cuadro III), de acuerdo a esta 30 pertenecen
a M. tuberculosis; sin embargo, seria necesario realizar otras pruebas pa
ra descartar la presencia de M, bovis, ya que algunas cepas de este mi-
croorganisme pueden dar también positiva la prueba de la niacina, Las 4
restantes se identificaron como M., kansasii, microorganismo que ha adaui-
rido mucha importancia como agente patdgeno en e] humano, sobre todo en
los casos de enfermedad pulmonar, Esto nos da bases para considerar la
importancia que tiene el aislamiento y la identificacion definitiva del
agente causal en los casos diagnosticados clinicamente como tuberculosis
y no apoyarnos exclusivamente en el reborte baciloscopico,

De acuerdo con los datos obtenidos en las historias clinicas de los
pacientes, se observa que la enfermedad en los casos estudiados predomi-
na en sujetos del sexo masculino (65.52%), en comparacidn con el femeni-
no (34.48%) (Cuadro V). Es importante hacer notar que de las 10 personas
del sexo femenino que presentaban la enfermedad, 9 (90%) se dedican sdlo
a las labores del hogar, 1o cual nos hace pensar en la importancia de es-
tablecer la fuente de contagio,que podria ser alguien (Cuadro VII) con
quien se vive estrechamente, por lo cual deberfa continuar el estudio de
estas personas y establecer sus posibles contactos.

Con respecto a la frecuencia de la enfermedad por edad, se observa
que es mayor en sujetos entre 18-45 afos {62.07%), datos que coinciden
nugvannnte con reportes previos. Esto nos confirma la trascendencia eco-
ndmica-social que tiene el padecimiento, pues ataca a sujetos en 1a &poca
mds productiva de su vida, aunque también se observd un porcentaje eleva-

do en sujetos mayores de 45 afos (37.93%) (Cuadro VI).
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Como se indico anteriormente, la frecuencia de la enfermedad en cuan-
to a ocupacidon (Cuadro VII) se presenta en mayor proporcion en personas
que se dedjcan a las labores del hogar (31,03%), siguiendo en importancia
los campesinos {17.25%) y albafiiles (13,79%), De acuerdo con Jos datos
proporcionados por las historias clfnicas (Cuadro IV) se puede ver que
la enfermedad ataca a personas con escasa educacidn, y a las clases socja-
les mas desamparadas, con condiciones de vida deplorables, lo que nos ha-
ce ver que la tuberculosis es un padecimiento de paises pobres,

La evolucion del paciente después del tratamiento nos muestra que
un porcentaje alto (55.17%) (Cuadro VIII) tiene mala evolucifn, hecho que
nos hace meditar en la importancia de Ta realizacion de las pruebas de
susceptibilidad para Ta aplicacién de una terapia eficaz; 8 pacientes
(28%) estan siendo tratados con mds de 3 drogas antituberculosas; 1 de
éstos se maneja con 7 medicamentos diferentes presentando una mala evolu-
cion; a los 7 restantes se les administran 4 productos, 4 de ellos (57.14%)
con una buena evolucion y 3 (42.86%) con mala, De los 8 pacientes, en 5
- (62.5%) el tratamiento intrahospitatario repite al menos uno de los far-
macos que fueron aplicados previamente a su hospitalizacion, Con estos
datos creemos que es posible afirmar que exjsten casos en los que, ante
la escasa respuesta al tratamiento, seria conveniente realizar pruebas de
susceptibilidad, ya que el nimero de drogas administradas de ninguna mane
ra asegura la eficacia del tratamiento. Por otro lado, 6 pacientes (20,
68%) que no habian recibido tratamiento previo antes de la hospitaliza-
cibn, estan recibiendo etambutol, estreptomicina y la hidracida del aci-
do isonicotinico, con mala evolucidn, incluso falleciendo uno de ellos,
As{ mismo, otros 3 con tratamiento intrahospitalarijo a base de estrepto-

micina, etambutol y la hidracida del dcido isonicotinico y que presentan
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mala evolucidn, ya habjan sido tratades previamente con estreptomicina y
1a hidracida del dcide isonicotinico, Todos estos datos en conjunto nos
hacen meditar, por un Jado en el manejo poco adecuado de algunos pacien-
tes y por otro en la posibilidad de problemas de mujtirresistencia fren-
te a los farmacos utilizados, o cual definitivamente apoya 1la necesidad
de realizar las pruebas de susceptibijidad en estos microorganismos,
De los 34 casos estudiados, 12 (41.38%) han tenido una buena evolu-
cion.
De Tos 4 pacientes (11.77%) en quienes se ais1é M. kansasii, 3 (75%)
son originarios del Estado de Guerrero, 10 cual es importante tomar en
_cuenta, ya que la zona geogrdfica y el aislamiento de una especié determi_
nada de Mycobacterium estin intimamente relacionadas. Uno de estos 3 pa-
cientes reside en el Distrito Federal, preséntando una buena evolucidn;
los otros 2 residen en el Edo. de Guerrero y presentan mala evolucion.
Cabe hacer 1a aclaracidn de que aun cuando los 3 pacientes estdn recibien
do el mismo tratamiento intrahospitalario (estreptomicina, etambutol y la
hidracida del dcido isonicotinico), el que ha tenido una buena evolucidn
no fue tratado previamente, mientras que los otros dos ya habian recibi-
do anteriommente las mismas drogas . E) cuarto paciente en guien sé ais-
16 M. kansasii es del Edo. de Querétaro, no pudiendo profundizar mds en
su evolucidn por estar incompleto el expediente.
Existen algunos padecimientos asociados con la enfermedad (Cuadro X)’
sin embargo en 9 de los pacientes estudiados (31.03%) se encontrd como i-
nica. De entre estos padecimientos se pueden citar como mds comunes, la
desnutricidn de Il grado, 1a parasitosis intestinal sola o aunada a otras
deficiencias como anemia o la misma desnutricién y )a diabetes mellitus,

esta (1tima causa,predisponente para adquirir la enfermedad por M, kansasii.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los datos obtenidos se observa que:

- Ademds de M. tuberculosis pueden ser aisladas e identificadas micobac-
terias no tuberculosas de pacientes con cuadros ciinicos de tuberculosis,
pudiendo ser la causa del mismo,

- De acuerdo al estudio clinico se observa que:

La enfermedad predomina en el sexo masculino, comparativamente con
lo reportado por otros autores quienes sefialan mayor incidencia en el se
xo femenino,

Se presenta la tuberculosis con mayor frecuencia en sujetos entre
18-45 afios , lo cual tiene gran trascendencia econdmica-social pues ataca
al sujeto en la época mds productiva de su vida.

La enfermedad predomina en sujetos de escasa cultura y en las clases
sociales mas desamparadas,

E1 20.68% de todos los casos estudiados que no han tenido terapia pre
via, estan siendo tratados a base de etambuto], estreptomicina y la hidra-
¢ida del dcido isonicotinico, conmala evolucién, De igual manera, el
10.35% que han recibido tratamiento intrahospitalario con estas mismas dro
gas, y ya hablan sido tratados previamente con estreptomicina y la hidra-
cida del dcido isonicotinico, presentan también una mala evolucidn.

- La tinica micobacteria no tuberculosa encontrada en las muestras de expec
toracion fue M. kansasii, siendo el 75% de ellas ajsladas de personas ori-
ginarias del Edo. de Guerrero. Esto nos hace sefialar que, por un lado,

M. kansasii quizd esté adquiriendo importancia en la etiologia de la tuber

culosis y por otro lado, que exista una zona endémica localizada, lo cual
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corresponde a lo observado en otros paises en donde se han encontrado zo-
nas geogrdficas particulares para ciertas especies de micobacterias.

- Es necesario, por lo anterior, realizar el atslamiento e identificacidn
del agente causal del padecimiento en el laboratorio, ya que los sintomas
tanto de tuberculosis por M. tuberculosis como por otras micobacterias,
son similares.

- Las micobacterias no tuberculosas son resistentes en forma natural a

1a mayoria de los antimicrobianos utilizados para el tratamiento de esta
enfermedad, por 1o que se ve la iImportancia de realizar pruebas de suscep

tibilidad para aplicar una terapia efectiva,

En base a las conclusiones obtenidas se pueden citar las siguientes
recomendaciones:
- En todos los laboratorios de diagndstico de tuberculosis, se deberia
realizar tanto el a1s]aﬁiento como la identificacion definitiva del agen-
te causal de la enfermedad.
- - Una vez aislado el microorganismo, realizar las correspondientes prue-
bas de susceptibilidad para poder aplicar la terapia efectiva y evitar
tantos fracasos en el tratamiento.
- Seria importante el reaiizar estudios epidemioldgicos en los diferentes
estados de la Repliblica para determinar la frecuendia de aislamiento de
especies del género Mycobacterium.
- Si todos los datos que hemos mencionado anteriormente se obtienen y
son manejades correctamente por el médico y relacionados con los anteceden
tes clinicos del paciente, como serfa tratamiento previo, lugar de origen

y residencia, asi como padecimientos asociados a la enfermedad, la tuber-
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culosis podrd ser una enfermedad controlable en nuestro pais.
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ANEXO

Preparacign de medios de cultivo y reactivos;
a) Preparacion de medtos de cujtivo;

Medto de Lowenstein~Jensen:
Formula en gramos por 1itro de agua destilada

fosfato diacido de potasio 2,5
sulfato de magnesio 0,24
citrato de magnesio 0,6
L-asparagina 3,6
fécula de papa 30,0

verde de malaquita
Preparacion: Disolver por completo 37,3 gramos del] medio en 600 ml de a-
gua destilada., Si se quiere aislar M, tuberculosis (var, hom,) u otras bac
terias glicerdfilas, es preferible afadir ademiis 12 ml de glicerina y ca-
Jentar hasta ebullicibn, Enfriar a 50°C y adadir 1,000 ml de huevo homo-
genizado. Transferir a tubos estériles con tapén de rosca. Coagular a
85%C durante 45 min. en posicion inclinada, Incubar a 35-37°C para pro-
* bar esterilidad, durante toda la noche, Repetir nuevamente la operacién,

Base ael Medio de Dubos:
Férmula en gramos por litro de agua destilada

tripticase 0.5
asparagina 2.0
fosfato monopotdsico 1.0
fosfato de sodio 2.5
citrato férrico amoniacal 0.05
sulfato de magnesio 0.01
cloruro de calcio 0, 0005
sulfato de zinc 0.0001

Agar MacConkey sin cristal violeta:
Férmula en gramos por litro de agua destijada

peptona (Gelysate) 17.0
peptona (Polypeptone) 3.0
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lactosa 10,0
sales biliares ' - 5,0
claruro de sodio ‘ 5,0 \
agar 12,0 ‘
rojo neutro 0,04

pH + 7,4

Preparacion: Hacer una suspension con 52 gramos del material deshidratado
en un 1itro de agua destilada, Mezclar hasta obtener una suspension uni-
forme. Calentar 1igeramente, agitando frecuentemente y hervir durante ]
minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) durante
15 minutos. Enfriar el medio a 45°C y vertir en cajas Petri, Dejar soli-
dificar e incubar para probar esterilidad,

Caldo de urea:

El medio utiljzado para la realizacion de la prueba de 1a ureasa en mi-
cobac terias, no es un medio comercial, pero se puede preparar en el labo-
ratorio, segin formula de Steadham (38),

Formula en gramos por litro de agua destilada

peptona 1,0
dextrosa 1.0
cloruro de sodio 5,0
fosfato de potasio 0.4
urea 20,0
sot, de rojo de fenol (1%) 1.0 m
tween-80 0.1 ml
pH + 5.8

Preparacion: Todos los reactivos anteriores se disuelven en el agua y la
solucidn obtenida es esterilizada por filtracion, Se transfiere 1.5 m} del
medio en tubos estériles. Se incuba a 35-37°C durante toda la noche para
probar esterilidad, Se refrigeran a 4%C, son estables hasta por 2 meses.

b) Preparacién de reactivos:

auramina fenélica:
auramina 0 0.19g
etanol (90-95°C) 100 .0 ml
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fenol 3,0 g
agua destilada 87,0 ml

Disolver la auramina Q en el etanol y el fenol en e] agua destilada,
Mezclar ambas soluctones, Vactar en un frasco dmbar,

Alcohol dcido (tincidn fluorocrémica) :

Se afiaden 0.5 m] de HC1 concentrado a 100 m] de alcohol al 70%,

Permanganato de potasio 0,5%;

Se disuelven 0,5 g de permanganato de potasio en 100 m1 de agua destila-
da. Envasar,

Carbolfucsina;

fucsina basica 3.0 ar
alcohol etilico (95%) 100.0 ml
fenol 5.0 gr
agua destilada 100 m}

Disolver el fenol en el agua destilada y la fucsina bdsica en el alcohol
etilico. Mezclar 10 mt de Ta solucion alcohflica de fucsina y 90 m) de la
soluctdn acuosa de fenol. Envasar.

Alcohol etilico (Tincidn de Ziehl-Neelsen):

Agregar 3 ml de &cido clorhfdrico concentrado a 97 ml de alcohol et{li-
co (95%). Envasar.

azul de metileno;

Disolver 0,3 gramos de cloruro de azul de metileno en 100 m} de agua
destilada, Envasar

Fosfato tris6dico- cloruro de benzalconio (Zefirdn):

cloruro de benzalconio 17 gr {en 100 ml de agua destilada)
fosfato trisddico.12 H,0 1000 gr
agua destilada 4100 m}

Disolver el cloruro de benzalconio en 100 m! de agua destilada y el fosfa-
to trisddico en 4,000 m1 de agua destilada caliente, Agregar 7.4 ml de
la soluctdn de cloruro de benzalconio a 1a solucion de fosfato trisddico.
Envasar.

Amortiquador de fosfatos (1/15 M, pH 6.6):
fosfato dcido de sodio (anh) 9.47 gr
fosfato diacido de potasio 9.08 gr
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agua destilada 2,000,00 m)

Disolver cada una de 1as sales por separado ep 1,000 m] de agua desti-
lada, Tomar 625 ml de Ta solucidon de fosfato diacido de potasio y mezclar
con 375 ml de la soluctdn de fosfato dcido de sadio, Ajustar el pH, si
es necesarfo,

Anilina al 4%:

Afadir 4 ml de anilina incolora a 96 ml de etanol (95%), Mezclar y con-
servar en un frasco ambar, en refrigeracidn, Si la solucidn cambia de co-
lor, descartarla y preparar una solucidn fresca,

Bromuro de ciandgeno al 10%:

Disolver 5 gramos de bromuro de ciandgeno en 50 ml de agua destilada,
EY bromuro de ciandgeno es un gas lacrimbgenc y se debe manipular en una
campana de extraccion, En soluciones dcidas e] bromuro de ciandgeno pue-
de hidrolizarse a dcido cianhidrico, muy téxico. Descartar 1a solucion
que contenga bromuro de ciandgeno en germicidas con NaOH al 2-4%,

Sol;§16n amortiguadora de nitrato de sodio (NaNO3 1/100M, fosfatos 1/45M,
pH 7):

nitrato de sodio 0.085 g
fosfato didcido de potasio 0.117 g
fosfato dcido de sodio .12 Hy0 0.485 g
agua destilada 100.0 ml

Disolver cada una de las sales en el agua destilada, Conservar a 4°C,

sulfanilamida al 0,2%;:

Disolver 0.2 gr de sulfanilamida en 100 m} de agua destilada, Conser-
var a 4%C. S hay cambio de color descartar la solucién y volver a prepa-
rar una solucion fresca '

Solucidn de nitrito de sodio (1/100 M):
Disolver 0.14 gr de nitrito de sodio en 200 ml de agua destilada, Con-
servar en refrigeracidn,

Solucidon de Tween-perdxido:

Se prepara una solucion al 10% de tween 80 y se esteriliza durante 10
minutos a 121°¢ y se conserva a 4°C, En el momento de utilizar, mezclar
volimenes iguales de perdxido de hidrdgeno al 30% y tween-80 al 10%, Des-
cartar la mezcia tween-perdxido que no se utilice ya que es muy {nestable,
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