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ABREVIATURAS UTILXZADAS

T = Tuberculosis

MD = Método de frotis Directo

MCD = Método por Concentracidén-Descontami—
nacién.

HBZ/MF-58 = Hospital General de Zona con Medicina

Familiar # 58 “Las Margaritas” del

I.1M.8.8.
BCG = Bacila Calmette Guerin
BARR = Bacilo Acido Alcohol Resistente
I-N = Tineibn de Ziehl-Neelsen
L-J = Medio de cultivo Lowenstein-Jensen



[’
D

unAM  EESC GOFB H.A. RUELAS B.)

1.0 RESUMEN.

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa
considerada como problema relevante de salud publica en nuestro
pais, gque contrasta con la existencia de elementos medicos y
técnicos, de diagnostico, tratamiento y prevencidn.

Se estima que 12,000 nuevos enfermos tuberculosos se
diagnostican anualmente en los servicios de la Secretaria de
Salud. L.a confirmacidn diagnéstica se establece por la
baciloscopia.

En este trabajo se efectut el estudio comparativo del
examen baciloascopico para obtener frotis positivos con y sin
descontaminacién de la muestra (método directo-MD, y método
por concentracioén y descontaminaci 6n-MCD) mediante una muestra
representativa de 897 miesltras clinicas.

Se abtuvieron substancialmente mejores resultados cuando
la muestra fué procesada y concentrada, por lo que se sefiala
que el MCD provee una mejor confiabilidad en el diagnéstice
bacterioloégico de 1a tuberculosis.

Con la finalidad de conocer las caracteristicas
epidemioldgicas de la Tb en el area del HGI/MF-58 del
IMS8S, localizada en 21 Estado de México, se analizaron los
datos de prevalencia del periodo 1985-1989. Los resultados
indicaron gue la frecuencia de Th en promedio se mantiene sin

cambios en este periodo.
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Estos andlisis plantean la realidad y problemitica de la
enfermedad en México, que si bien se cuenta con una disminucién
significativa de las tasas de mortalidad, la Tb continia siendo

un problema tanto de salud personal como de salud pdblica.
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2.0 I'NTRODUCCION.

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por
tuberculesis. La tuberculousis es endémica con tendencia natural
a la dismipucién lentamente progresiva, pero en la actualidad
ocupa un lugar importante en problemas de salud pdblica en

nuestro pais. (37)

l.a enfermedad se encuentra en todo el mundo pero esta
particularmente difundida en lous paises en desarrollo en los
cuales la poblacién total se estima en mas de 2000 millones de
parsunas;' {36) En el noveno informe del Comité de Expertos de
la OMS en Tuberculosis se declard gue en algunas regiones de
Africa, Asia y Oceania, la incidencia anual declarada de la
tuberculosis pulmonar es de 250-300 casos por 100,000
habitantes y )la prevalencia suele ser de por lo menos dos veces
mayor. En la actualidad se calcula que existen en el mundo de
15 a 20 millones de casos contagiosos de tuberculosis. (11)

En México es mejor conocida la mortalidad que la
morbilidad por la notificacidn deficiente de los casos nuevos.
Para 1985 la tasa de mortalidad debida a tuberculosis en todas
sus formas fue de B.7 defunciones por cada 100,000 habitantes.
En ese afo la tuberculosis ocupéd el 14° lugar dentro de la

clasificacién general de causas de muerte en la Republica
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Mericana, a expensas de una alta participacion de la
tuberculosis pulmeonar, que en ese afio aicanzd una tasa de 7.5

por 100,000 habitantes. (16)

La tuberculosis pulmonar representa el 88% de )as muertes
por este padecimiento y le siguen en importancia la
localizacién de tuberculosis de las meninges y del sistema

nervioso central con 5.4%. (37)

La incidencia de casos nueves en el periodo de 1982 a 1985
se redujo un 22.4% que corresponde a 5.4Y% como promedio anual
testa cifra vorresponde a lo notificado). Es conveniente
aclarar que existe un 30% aproximado de casos que no se
diagnostican. &n 1987 la tasa de morbilidad por tuberculosis

pulmonar fué de 195.9 por $00,000 habitantes. (34)
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2.1 * MICOBACTERIA

2.1.1 Generaljdades,

Lag micobacterias comprenden un amplio grupo de bacilos
aciddfilos, alcoholéfilos, aerobios o microaerofilicos, no
esporulados y no méviles de tamafo de 2 a 4 Mm., de largo y de
0.2 a .6 /lm de ancho. Pueden ser parasitos obligados
sapréofitos, formas intermedias que son comunmente sapréfitos
pero con patogenicidad potencial. (21)

El' M. tubgrgulosis es un microorganismo especifico dé la
especie humana, se transmite por via aerea y los infectados que
llegan a desarrollar una enfermedad tuberculosa pulmonar, se

convierten en las fuentes de infeccion. (44)

Es un bacilo facultativo aerobio intracelular que reguiere
presiones parciales de oxigeno entre 120-140 mmHg., temperatura
ambiente de 37°C, pH neutro, nutrientes, humedad moderada vy
obscuridad. (44) No produce toxinas conocidas y su virulencia
se relaciona con su capacidad para sobrevivir y proliferar en

los fagocitos mononucleares. (39)

2.1.2 'Caréttéristicas'taxunémitas.
Las micobacterias se clasifican entre los Actinomicetos y
microorganismos afines; Orden I, Actinomycetales; Familia II,

Mycobateriaceae; Género I, Mycobacterium. La taxonomia de las

10
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micaba:terias estd siempre en movimiento, se tiene andlisis

detallado de miles de cepas micobacterianas por lo que especies
bien definidas se reconocen y aceptan internacionalmente dentro
de los 4 grupos de Runyon: fotocromégenos, escotocromégenos, no

fotocromégenos, y crecimiento rapido.

€5 de uso comun el nombre de complejos de especies paré
designar grupos de organismos de potencial patégeno: compleio
intracellulare-scrofulaceum?, complejo Fortuwitum (1, fortuitum=
chelonei). (8, 21}

Tiene interés taxonémico el estudio de la composicidn de
los acidos nucleicos. Asi el método confiable de identificacién
podria ser a nivel de DNA, Actualmente es factible caracterizar
cepas a nivel de genoma utilizando técnicas de extraccion de

DNA micobacterial. (32)

2.1.3 ' Composicida duisie

La composicién quimica de las micobacterias esta
constituida por lipidos, proteinas y polisacédridos. GSu alto
contenido en lipidos relacionad55 con la estructura de la pared
celular, de hasta un 40 por ciento del pesoc seco de la célula,
explican algunas de sus caracteristicas celulares: hidrofobia,

relativa impermeabilidad para los colorantes, lentitud de

11
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crecimiento por dificultad en el paso de substancias
nutritivas, resistencia a la accién de los acidos y alcalis., a

los anticuerpos y complemento. (2, 19)

Los polisacdridos se encuentran en la pared celular; las
proteinas en pared celular y citoplasma; los lipidos en
citoplasma pero predominantemente en la pared celular.

L.a fragmentacioén guimica de extractos de cultivos de hacilos
tuberculosos describieron cuatro proteinas A, B, C, D, y dos
polisacdridos, 1 y I1. Estudios posteriores identificaron la
naturaleza bioquimica, Las proteinas son mezclas
polisacdridos~proteina denominadas ahora como Antigenos 1, 2,
4, 8, 4, 7. Sus propiedades soni desarrollo de la
Hipersensibilidad Tardi{a, inhibicién de macréfagos y como

inmunégeno.

Los polisacédridos I y I1 estdn compuestos por

arabincgalactanas, arabinomananas, mananas y glucanas. (18, 20)

Lipidos micobacteriales:

En los lipidos se encuentran substancias predominantemente
inmunoreactivas: Acidos micélicos, Fosfolipidos, Cera D.
Glucolipidos., El papel de los lipidos micobacteriales puede

ser el de toxlicidad al huésped o inmunoreactividad. (19)

12
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Acidos micélicos:

Son Acidos grasos «&&-alguil, A—hidrmzi 1 gue se encuentran
formando parte de la pared celular y como constituyentes en
atros lipidos, coma en 1la cera D y glicplipidos. Su naturaleza
Y 1qcalizacidn son responsables de las reacciones de tincioén
acido-resistente, (19)

Fosfolipidas:

El fosfatidilinositol mondsido (FIM) y oligomandsidos, son
substancias cementantes para el esqueleto de la pared celular,
La cardiolipina, fosfolipido de la membrana celular, y el FIM
poseen potencial serodiagnédstico. (20)

Cera Di

Es un péptido-glicolipido compuesto por
micoloilarabinogalactana enlazado por un fosfodiéster y
péptidos a Acido murdmico. La cera D tiene actividad adyuvante

que reside en el componenete Dipéptideo Muramil. (20)

Blueolipidos:
Incluyen el Factor Cordon (trealosa-6,6"—-dimicolato)
y los Sulfétidom, (trealosa-2-sulfato).

Cepas virulentas de M.tuberculosis tienen la habhilidad de

farmar coardones en serpentinas de bacilos en arreglos parélelos
estrechos. (14, 19)
Al Factor Corddn y a los Sulfitidos se les atribuye las

siguientes actividades biglégicas:

13
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El Factor Cordén induce la formacion de granulomas,
secundario a la quimiotaxis y estimulacieén de macréfagos,
activa la via alterna del complemento y provoca un proceso

inflamatorio agudo. (20)

Los sul fAtidos se consideran factores de virulencia
"genuinos'. Son llsosomotropicos para los macréfagos vy
antagonizan la fusién de lisocsoma con fagosomas. Conforme
aumenta la poblacién bacilar, se producird mis Factor Corddn
y Sulfatidos, lo que causard mads destruccion de tejidos. (18)

Un tercer lipido, el tiocerol dimicocerosato, parece estar

asociado fenotipicamente con el estado virulento. (34)

2.1.4 Crecimiepto.

El bacilo tuberculose requiere como elementos
fundamentales para su nutricidn: carbono, nitrodgena, oxiqeno,
hidrogeno., y en segunde término, fésforo, potasio, magnesiao y
fierro. (1)

Para su aislamiento se necesitan medios de cultivo
enriquecidos que contienen huevos enteros, harina de papa,
glicerol, y sales. (38)

En estos medios, la fuente de carbono es casi siempre el
glicerol o en su defecto la glucosa; la fuente de nitrogeno es
la asparagina, l1as sales de amonio o los aminoacidos. El
oxigeno y el hidrégeno lo toma del medio atmosférico, ya que el

bacilo es un aerobio que se desarrcolla en superficie. (19

14
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Los colorantes de anilina como el verde malaquita en el
medio coagulado, se utiliza para inhibir las bacterias
contaminantes. (38)

El medio base de huevo de Lowenstein-Jdensen et el
éomunmente usado para el cultivo primario, identificacion y
pruebas de sensibilidad. (3) Medios de cultivo L-J y Middle
brocok 7H10 y 7H11 modificados, contienen diversos agentes
antimicrobianos con la misma finalidad, como: penicilina,
acido nalidixico, ciclehexamida, lincomicina, carbeniéilina,

anfoternicina B, lactato de trimetropina, Folimixina . (27)

Para su desarrollo "in vitro" las micobacterias requieren
de temperatura adecuada, segun la eapgcie, entre 25 y 48°C el
crecimiento puede ser rapido, lento o muy lenta. (2)
Desarrollan mejor en una atmésmfera con menor tensién de

oxigeno y tensidn mayor de U%, (@8]

2.2 TUBERCULOSIS:

2.2:1 CIransimision.

' La tuberculosis se transmite primariamente por gotas en el
aire; la infeccidn ocurre cuando personas susceptibles inhalan
gotas infectadas producidas p;r las exhalaciones de personas
con enfermedad tuberculosa pulmonar. El riesgo de infeccidn
estd directamente relacionado a la duracion e intensidad de la
exposicién al aire contaminado con estas gotas. (1)

15
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Infeccitn_y enfermedad.

Se debe distinguir entre la infeceidn de tuberculosis y la
enfermedad. La infeccién de Tbh, diagnosticada generalmente por
la positividad de una pruzba cutianea de tuberculina, existe si
los bacilos tuberculosos residen en el cuerpo pero no hay
sintomas, ni evidencia radiografica de Tb, y si se hacen

estudios bacteriolégicos resultan negativos. (23)

Por otra parte, la Tb confirmada por estudios
bacterioldgicos y otros estudios, es un proceso de enfermedad
en una parsona infectada 1nvolucrando une o mas sistemas
orgidnicos. So6lo 5-15% de los infectadns desarraollan la
enfermedad. Las infecciones se transforman mds en enfermedades
clinicas con presencia de factores de riesgo, incluyendo edades
mayores y menores, infeccion en los dos altimos afos,

desnutricien, y supresién de 1a inmunidad celular. (22)

2.2.3 Patoqgepta.

La infeccidn primaria.es asintomatica; pequeias gotas
inhaladas de 1 a § }Lm alcanzan los alveolos donde normalmente
los bacilos son ingeridos por los macréfagos alveolares y
presumiblemente san destruidos, pero los bacilos pueden
matarlos o reproducirse en ellos. La persistencia vy
reproducci én de los bacilos pone al huésped en riesge de
reactivacién. (18)

La Tb pulmonar posprimaria se desarrolla meses o0 ain aRos

16
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despuds de la primera infeccidn., Bacilos viables diseminados a
través de los linf&ticos a menudo llegan al torrente sanguineo
y se extienden & nuevos lugares en los pulmones, o a otros
organos intluyendo nddulas linfdtices, meninges, rifones,
huesos; dando lugar a deposicidn extrapulmanar. (1, 18)
T En los nédulos linfaticos los linfocitos son activados v
generan linfocinas, las gque inician la inmunidsd mediada por
células. La linfocinas también activan los monocitos de la
sanqQre que se presentan en los sitios de infeccidn vy maduran en-
mactr dfagos.

La respuesta inflamatoria se caracterizan por la
formacidén de granulomas y necrosis por caseificacién. La
destruccidn de tejidos es profunda; es comin la fibrosis

pulmonar y puede ocurrir la calcificacidn. (39)

2.2.4. " Frograma de Prevencién v Contrpl,

El Programa de Prevencidn y Control de 1a Tuberculosis de
la Secretaria de Salud incluye actividades aplicativas de
caracter permanente:

De prevencién:— Comprende la vacunacién con BCG a menores
de 18 afios y la gquimioprofilaxis a nifos contactos de alto
riesgo.

De diagndstico y contrel:- Se integra por la deteccisn y
el diagndstico de casns: el tratamiento y el examen de los

contactos convivientes. (37}

17
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Para el tratamiento se dispone de farmacos antituberculosos
combinados adecuadamente en esquemas terapéuticos que llevan al
enfermo a la curacién en todos los casos.

El mejor de que se dispone en la actualidad (comprobado en
un estudio multicéntrico 19846-1988) es el de seis neses, gue
se tonoce como tratamliento de corta duracidén o acortado; consta
de dos fases, la primera o intensiva, en la cual se administran
Rifampicina, Isoniacida y Pirazinamida, y la segunda o de
sostén, hasta completar & meses, durante la cual se administran
2 drogas, Rifampicina e Isoniacida. (3&)

Estos medicamentos son quimioterapéuticos y antibidticos

con capacidad bactericida para M.tuberculosis.

Isontacida:

Bactericida para microorganismos extra e intracelulares.
Interfiere con la formacién de l1a pared celular al inhibir 1la

sintesis de los dcidos micélicos, (44)

Pirazinamidas
Es un guimioterapéutico; su accidn es intracelular y
requiere de un medio Acido para gue se produzca. Interfiere

con el transporte de oxigena. (5

18
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Rifampicinas

£5 un antibidtico semisintético; su actividad
antibacteriana es intensa y extensa,actuando sohre diversos
gérmenes Gram positivos y negativos, y también sobre diversas

micobacterias, entre las qﬂe se cuentan el M.tuberculosis y el

’ Actua especificamente inhibiendo la sintesis del RNA al
interferir la funcién de la enzima RNA-polimerasa indispensable
para su duplicacidén y formacién de proteinas bacterianas. (36)

Los medicamentos antituberculosos restantes como la
Estreptomicina, Etambutol, Cicloserina, solo actian sobre la

poblacién extracelular. (382

Estreptomicina:z
Antibidtico bactericida para microorganismos
extracelulares. Inhibe la sintesis de proteinas a nivel de la

subunidad ribosémica 305. (%)

Etambutols

Agente quimioterapéutico con efecto bacteriostidtico. Sélo
actia sobre la poblacién extracelular. Inhibe la sintesis de
los metabolitos necesarios para la multiplicacién del bacilo,

en especial el RNA, (3 :

19
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Cepas de M.tuberculosis han desarrollado resistencia &
diferentes drogas antituberculasas. La utilizacion de
monoterapia ejerce un efecto selectivo sobre la puoblacién
bacilar, permitiendo la emorgencia de cepas mutantes
resistentes. Este problema se soluciona con la adopcidn de

esquemas de asociacidn medicamentosa para el tratamiento. (4¢)

Blancarte, L.M. y cols., publicaron la investigacién
realizada & nivel pacional para conocer la prevalencia de la
resistencia primaria, es decir, la que se observa en un enfermo
recién diagnosticado que nunca antes ha recibido drogas
antituberculosas, perc gue ha sido infectado con una poblacidén
bacilar hecha resistente en el organisimo de la persona que lo
infecté.

Los resultados mostraron gue de las resistencias
encontradas, 62.8% fud a un medicanento., 34.9% o dos, y 2.3% a
tres medicamentos. La resistencia primaria a la estreptomicina
encontrada en México fuéd del 15.4% vy de Fa Isoniacida el

porcentaje encontrado fué del 6.6 (8).

Cabe mencionar que la estreptomicina apareceia on el esgquena
terapéutico de tratamiento de 1984, pero en el actual se
ha suptrimido.

La investigacién y experiencia en quimioterapia de la Tb

ha demastrado que medicamentos gue ackaan s6lo en la poblacisdn

20
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extracelular, comoc la Estreptomicina, el tratamiento debia
prolongarse para disminuir al maximo las recaidas. Tratamientos
con Rifampicina, Isoniacida y Pirazinamida se logra eficecid
terapéutica cercana al 100% en plazo inmediato y reduccidn a

menos del 3% de recaidas a largo placzo. (36)

2.3 - METODOS DE DIAGNDATICO.

Las formas de diaandstico incluyen métodos
bacterioldgicos, radiolégicos, clinicos, inmunolégicos. EL
diagnéstico clinico de 1a Tb se apoya principalmente en el
examen bacterialégico. (40

Las cuatro principales técnicas bacteriolégicas
disponibles son: examen microscdépico o baciloscopia, cultivo,
tipificacién bioquimica y sensibilidad a las drogas
antituberculosas, considerando las dos primeras como basicas on
2l diagnéstico etiolégico y control de tratamiento, v las dos
altimas como complementarias. (41)

- ‘Baciloscopia:

" Constituye el examen prioritario por ser una técnica
sencilla, econdmica y rapida. Los frotis pueden prepararse de
dos formas: frotis directo o frotis concentrado. (21}

Para la observacidén de los bacilos acidorresistentes, se
tifen los frotis por la técnica de Zihel-Neelseni los baciloes

tuberculosos aparecen como bastoncillos rojos muy delgados, can

21



frecuencia en haces pequefos en gue las bacilos se encuentran
paralelos o dispuestos en angulos agudos entre si; el fondo del
campo es azul pdlido. También se emplea microscopia con
fluorescencia por tincioén con auramina-rodamina. (25)

Cultivos:

Es una técnica mds sensible que la baciloscopia y los
resultados se obtienen entre 25 y 30 dias dado las
caracteristicas de lenta multiplicacién y desarrollo de las
micobacterias. Ademids de su utilidad diagndstica, se puede
confirmar fracasos terapéuticos, precisar la especie mediante
ia tipificacidn bileogquimica y efectuar las prucbas de
zensibilidad a las drogas. (21)

El medio de cultivo mads utilizado es el de Lowenstein-
Jensen (L—J) por ser suficientemente sensible y de costo
relativamente bajo. (25

Fara la recuperacion de las micobacterias del primocultivoe
en las pruebas de sensibilidad, se emplea el medio de L-J y se
requieren 1B dias para recuperar las colonias.

Se ha publicado recientemente que por médtodos
radiométricos las colonias se recuperan en 7 dias. (3%) En esta
técnica se whkiliza el medio especial 7HLI2 Middlebrook y el
sistema radiométrico consiste en la medicidn del CO producido
por el metabolismo de las micobacterias a partir de un

substrato marcado con © . (41)



3.0 OBJETIVOS.

El objetivo general de este trabajo fué conocer la
prevalencia de tuberculosis, a través de baciloscopias vy
cultivos de muestras clinicas de pacientes sospechosos de le

enfermedad que acuden al HGZ/MF-58, Las Margaritas del IMSS.

. Para tal estudic se plantearon lo siguientes objetivos:

a) Comparar el trabajo para obtencién de frotis positivos
con y sin descontaminacion de las muestras.

b} Realizar cultive de muestras clinicas para aislar
micobacterias en medio espwecifico.

c) Determinar Género y precisar la especie de Myccobacterium
con pruebas bioquimicas, de los cultiveos sospechosos de
micabacterias.

d) Analizar la prevalencia de tuberculosis, de los dltimos
cinco anos, de pacvientes diagnosticados en @l area de

influencia del HGZ/MF-58, Las Margeritas del I[11SS.
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MATERIAL BIOLOGICO

ESPUTO
55%

Total de muestras trabajadas durante el periodo
de trabajo Julio-Diciembre, 1989
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£l trabajo se dividid en dos etapas:

AnAlisis por baciloscopias y cultivos de todas las

muestras clinicas recibidas.

Método Directo (MD)

Frotis directo sin descontaminacién de la muestra.

Durante el periodo de Julio a Diciembre de 1989

M, Q. BUELAS B.)

se trabajaron todas las muestras por el meétodo directo,

que 5 la rutina de trabajo que se sigue en
el laboratoric del HBZ/MF-S8 para el diégnoatico

presuntivo de Th., (21)

Comparacidén del trabajo de obtencién de frotis po-

‘sitivos - con.y sin descontaminacién de la- muestra.

Método Directo (MD)

Tratamiento de la muestra por Hidrélicsis alcalina,

29, I8)

Con el objeto de contar con una muestra

(21,

representativa, a partir de la segunda mitad del mes de

octubre se reuwnieron aleatoriamente un total de 897

muestras aplicdndole a cada una de ellas los dos

métodos. {(tabla 1)
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TABLA |

NUMERD Y TIPOQ DE MUESTRAS CLINICAS PARA EL ESTURID
COMPARATIVO DE OBTENCION DE FROTIS POSITIVOS POR LOS
METODOS DE:

A) METODD DIRECTO, (21)

B) METODO DE CONCENTRACION DESCONTAMINACION. (29)

Muestra clinica:

Fecha Esputo Qrina Otrosx Total
Octubre, 1989 101 a7 ~- 188
Naoviembre, 1989 18% 217 ] 410
Diciembre, 1989 193 1G4 2 299

PR - a—— ——
483 408 & 897

* Liguidoe pleural, Jugn gastrica.
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-Una vez examinadas las baciloscopias incluidas tan?o las
de la primera como las de la segunda etapa, a los EAARES
positivaes resultantes de 1o que se logré obtener una segunda
muestra, se les hizo un sembrado en medio de cultivo de

" Lawenstein-densen (Ld).

2670
MUESTRAS MUESTRAS

CULTIVOS

La figura representa 1los cultivos hechos a partir de DARRKLS

positivos, tanto de la primera como de la segunda stapa.
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4.2 DIABRAMA DE FLUJO

H:A. RUELAS R.)

" MUESTRAS CLINICAS

Esputo
Orina

Otros X

"

» Esputo r na y Otros
= 30 /rouﬂ rpm
Extendido Sediment
Frotis
Z[N
BAAR +

MCD,
Esputo Orina
= A0 /3000 rpm
Sedimento

Hidrélisis alcalina
(NaOH 4%) 1:1

Agitacidén Mecdnica 15°

S 15% /3000 rpm

Sedimento

et m———— 4] T} O

(dragrama 4,2.a)

¥ tLiguido pleural y lavados géséricos.
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Diagrama 4.2.a
CQULTIVO
Sedimento

Indicador coler
Fenclftaleina

Neutralizar a pH 6.5 - 7.0

{HC1 2N)
Sembrar en L-J Frolis
Incubar 37°C I~N
Examen cultives BJAR
{48 hrs, S-7dias,
1 vez por semana)

CULTIVOS POSITIVOS
(diagrama 4.2.b)
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Diagrama 4.2.b

CULTIVOS POSITIVOS

Frotis de colenias

Sub—cul tivos

Lowenstein-densen Stonebrink
(con piruvato de Na)

Temperatura
42°C 37°C
Crecimiento
(Velocidad ir desarrollo)
LEJ£3 Réé?da
({mads de 7 dias) {menos de 7 dias)

Morfologia colonial

Pigmentacién

no cromégeno cromogeno

Pruebas Bioquimicas

RedJ;:ion Caté]asa
de nitratos Niacina pH 7/6B8°C
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4.3 . METODOLOGIA.

D STR Ef OLOREADOS .

El proceso de las muestras para la preparacién de los

frotis variaron segun el tipo de muestra y el método a utilizar

Esputo. -

&) Método Directo (MD)

A las expectoracicnes se les selecciond la particula
idénea, constituida por la parte purulenta o mas densa de la
misma, colocdndola sobre el portacbjetos y entendiéndola con el

aplicador de madera.

b) Método Concentracidn-Rescontaminacion (MCD)

Se utilizé el método de Hidréxido de Sodio (método de
Petroff), (29) agregando a cada nmuestra de esputo un volumen
igual de NaDH 4% y sometiéndola & movimiento constante durante
15 minutos en un agitador de Kahn, permitiendo asi la
licuefaccidn del moco, liberar al bacilo, eliminar flora
asociada y facilitar la concentracieén por centrifugacidn.
Fosteriormente se centrifugé 15° /73000 rpm. elimindndose el
sobrenadante en un recipiente conteniendo fenel al S%. Se hizo
frotis del sedimento. (29)

81 la baciloscopia resultaba positiva el sedimento era
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reservado para ser sembrado y se neutralizé con HCl 2N. Se
afadid 1-2 gotas de indicador de color de fenolftaleina seguido
del agregado de gotas de HECl hasta el cambio de color, de rojo
a incoloro o ligeramente rosado, Con la ayﬁda de un aplicador
de madera estéril, se corroboré el pH con tira indicadora de pH

el cual debe estar entre 6.5~7.0 (29)

Orina.-

a) ~'MD

Las muestras de orina se centrifugaron J0° /3000 rpm.
eliminando el sobrenadante y haciendo frotis del sedimento.

b) EEE

La orina después de la primera centrifugacién y obtenido
el sedimento, se resuspendid en un volumen igual de NaOH 4%
permitiendo la descontaminacién durante 1% minutos,
concentrando por centrifugacion 307 /3000 rpm. y se hizo Frot{s

del.sedimentc.

Para el caso de sembrado de la 'muestra, se continué

trabajando el sedimento como en la farma descrita para esputo.

Otras muestras:—
En el tratamiento de la muestras de lavado gdstrico, se
efectud centrifugacion 307 /3000 rpm y se procedid como en la

muestra de orina.
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Con las muestras de liquido pleural se prescindié de 1la
descontaminacion previa por ser liguido de puncién; se
centrifugs, descechd el sobrenadante y se hizo frotis del

sedimento.

Proceso de coloracién:
A todos los frotis preparados una ver secos a temperatura
ambiente, se fijaron con metanocl tibio, efectuando la tincidén

del extendido por el métedo de Ziehl-Neelsen. (Z-N) (2%9)

Finalmente, los frotis coloreados se examinaron al
microscopio estableciendo si se encontraron o né BAAR en el
extendido; si los habia presentes los resultados se registraron

comb sigue:s

(+)  Menos de un BAAR por tcampo en promedio, en 100
campos cbservados.
(++) Uno a 10 BAAR por campo en promedio, en 50 campos
observados.
(+++) Mas de 10 BAAR por campo en 20 campos observados. (21,

29)
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ALISLAMIENTD DE MICOBACTERIAS.

A las muestras sospechosas que presentaban BAAR, se les

hizo cultivo en medio de Lowenstein-Jensen (L~J).

- 'Cun una pipeta Pasteur esterilizada se sembraron 4 gotas
del neutralizado en el tubo con el medio de cultivo (L-d),
cuidando que éstas cubran la superficie del medio
manteniéndolos en posicién inclinada. Se preparé un frotis del
residuno que queddé en la pipeta tiRiéndolo por Z-N.

Una vez sembrados los tubos se colecaron, con el tapén
flojo, en una caja de fondo inclinado en posicidédn casi
horizantal e incub&ndolos a 37°¢C eﬁ Qna estufa cerrada, &Ge
examinaron los tubos a las 4B hrs. después de la inoculacién y
estando evaporada la parte liguida de la siembra, se ajustaron
firmemente las tapas para impedir la desecacion del medio
durante el tiempo de incubacién, v

Se efectuaron revisiones posteriores a los 5-7 dias y
después una vez por semana. A los tubos en que hubo desarrollo
se registré el tiempo de crecimiento, se hizo un frotis de las
colonias sospechosaé tifiendolo con Z-N y cuando se abservaron
BAAR se hizo resiembra para 5& posterior tipificacion

bioquimica.
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IDENTIFICACION DE MYCOBACTERIUM TUPERCULOS1S8.

Los estudios de tipificacién bioquimica de los
microorganismos cultivados se efectuaron en el Laboratorio
Central de la Tuberculosis, de la Direccidn General de Control
de la Tuberculosis y de las Enfermedades del Aparato

Respiratorio, de la 5.S.A.

A los cultivos recibidos en este laboratorio, se les
efaectud primeramente una baciloscopia para confirmar la
presencia de BAAR v posteriormente se hicieron subcultives peor
triplicado en medig de L-J y Stonebrink, este ultimo util para

el primocultivo de Mibovis. (21,.29)

Una vez hecha una subdivisién preliminar basada en las
caracteristicas de crecimiento, temperatura y velocidad de
desarrollo, pigmentacion y morfologia colonial, se procedid a

la identificacién diferencial del M.tuberculosis por medio de

pruebas bioguimicas.

Pruebas bioguimicas.

La clasificacion exacta dé M.,tuberculosis se logré con las

pruebas de Niacina, Reduccidén de Nitrato y Catalasa pH 7/68°C

42)
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Reduccion de Nitratos:

Para probar la presencia de la enzima nitratoreductasa en
‘M:tuberguigsis, & un tubo con unas gotas de agua destilada
estéril se emulsiond una asada de cultivo micobacteriana, se
afadieron 2 ml. de substrato de nitrato de sodio mezclando por
agitaﬁién e incubando a 37°C durante dos horas, Se afadieran
una gota de HC1 1311, 2 gotas de solucién de sulfanilamida 0.2%
y 2 gotas de solucién de diclorhidrato de n-naftil
etilendiamina 0.1%. Se observéd desarrollo o nd de color
comparandose con controles positivos y negativos. E1 control

positive desarrella un eolor rojo intenso., (42)

Catélasa termoestable pH 7/68°C:

Para analizar la susceptibilidad al calentamiento a &8°C a
pH 7 de la enzima catalasa caracteristica de M. tuberculosis asi
como dé M.bovis y M.gastti, se emulsiont una asada del cultivo
en 6.5 ml de buffer de fasfatos M/15, pH 7: se colocd en baRoe
maria a una temperatura constante de 68°C durante 20 minutos.
Se retird del bafio vy se dejd enfriar a temperatura ambiente.
Finalmente se afiadi¢ al tubo 0.5 ml. de una ﬁezcla de'tween—
80, 197 y peréxido de hidrégeno, 30% en voldmenes iguales. Se

observé el desarrollo o nd de.burbujas. (24, 42)
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Prueba de Niacinas

Corn el objeto de detectar la acumulaclén de niacina
hidrosoluble preducida por M.tdberculosis en el medio de
cultivo, al tubo de L-J con las colonias crecidas se adiciond
¢.5 ml. de agua destilada estéril vy se colocéd casi en posicion
horizontal permitiendo que el liquide estuviera en contacto con

el medio durante 15 minutos.

Se traspasaron 0.95% ml. de este liquide a un tubo limpio vy
se le agregaron 0.8 ml. de solucién de anilina al 4% y 0.5 ml.
de bromuro de cianégenc al 10%4L. Se observéd la aparicién o néd
de color, caomparando con controles pasitivos y negatives. El

control positivo desarrella un color amarillo. (29

En la siguiente tabla se encuentran las pruebas
diferenciales que se realizan de rutina en el Laboratorio-
Central de la Tuberculosis, donde se llevéd a cabo la
tipificacién y que sirvieron para la identificacién de las

cepas encontradas.
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Caracteristicas para la identificacién de micobacterias®

N Catalasa
A:slamlenla dpllmo Desarrolio de pigmento en . Hidrédlisis de Resistencia
) d Pmeba' 1 Semi pH7  Tween 80 Arilsulfatasa alaT;H  Desamllo  Captacion
Organismo de desarmllo Luz Oscutidad . de la niacina de nitratos  cuantitativat  68°C 10 dias 3 dias Ureasa . 1ug/ml  en NaCl 5% de hierro
M. tberculosis 372C1225d Amarillo mate  Amarillo mate - 3-5~ <403 .- = . - - - -
M. africanum 372C 3142d Amarillo mate  Amarilio mate v v <20 - - - - -
M. bovis - 37°C2440d Amarillo mate  Amarillo mate v - <20 - - - - - -
M. ulcerans 322C28-60d Amarillo mate * Amarillo mate - - >50 - - - - -
M. kansasii 37°C10-20d Amarillo Amarillo mate - 1-5+ >50 - - - - - o
M. marinum 31-322C5-14d Amarillo Amarillo mate v - <40 t= - . = - -
M. simiae 37°C714d Amarillo**® Amarillo mate - = >50 - - - . -
M. szulgai 37°C12:25d Amarillo a Amarilio-37° C = >50 - = : = e . -
naranja  Amarillo mate-25° C - ;
M. scrofulaceum 37°C +10d Amarilio Amarillo - - >50 - - - - -
M. gordonae 37°C +10d Amaiillo a Amarillo = - >50 - - = - -
naranja SRR .

M. flavescens 37°C70d Amarillo Amarillo - - >50 - - - e < -
M. xenopi 42 C1428d Amarillo Amarillo - - <40 - - = - - -
M. intracellulare- 37°C10-21 d Amarillomate  Amarillo mate - - <40 - - - Lol -

avium tcomplejo) aclaro aclaro .
k:‘ ’l‘e‘r’:‘a e (com 37Cciwnd Amarillomate  Amarillo mate - <40 - - - - - -
plejol 37°C10-21 d Amariio mate  Amarillo mate - >50 - - - - - -
M. triviale z=Cio2td Amarillo mate  Amarilio mate - 1-5+ >50 - - = - -
M. fortuitum 37°C35d Amarillomate  Amarillo. mate - 2-5+, >50 - = - o - -
M. chelonei : - s

spp. chelonei 37°C35d Amarilio mate  Amarillo mate v - >50 - - - - — -

spp. abscessus 37C35d Amarillomate  Amarillo mate v - >50 - - - o = -
M. smegmatis 37°C35d Amaiillo mate  Amarillo mate - 1-5~ >50 = - - . B -

a amarillo a amariilo A L

* Reorducien avontads American Socien of Clinical Pahorossis. De Sommes. H. M- Tne eniication o mvcobacei. $ NH, a5 copas 1esistentes oueoen ser negativas

T«M-:al Improvement Sevvice, vol. u 197;
o BA% o Ceoas +: =, S0-84%; =
7 Lok mameron v o de. mmu.

. ~. 16% de croas +; V, vanable: €5pacios £n blanco, e5Ca50% datos 0 MInguna,

21 Potiuva imavoria) en 2448 nocas.
Inestabie con subcul idos.
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ANALISIS ESTADISTICO.

El tratamiento estadistico aﬁlicado a los resultados fué
el AnAllsis de varianza , utilizande para elio los siquientes

estimadores:

: 3
Suma de cuadrados de Tratamientos: SCTr =—l[‘§Fi2 ]- E%;(T..)z
' nr

if « 2
- _ 1 2
Suma de cuadrados de Bloquest SCB 'kr[ STj ] knr(Tf')
. s 1fgn 2 1 2
nga de cuadrados de Error: SCE = P[{%wij ]— EE;&T..)

Media de cuadrados de Tr y/a B
f rcalculada =

Media de cuadrados de Error

Siendo SCTr, SCB, SCE, estimadores de ¢, y distribucidn F,

estimador puntual de {‘

Dondes
SC = Suma de cuadrados.

Tr'= Tratamientos = Métodas (MD, MCD)

B "= PBlogues = Tipo muestra {esputo, orina)
E = Error estandar
n = N de bloques

k = N° de tratamientos
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r = N¢ de repeticiones
T.. = Bran Total

Ti = Total del i-ésimo tratamiento

Tj = Total del j—ésimo blogue
wi. = Total del i-ésimy tratamiento y del j-ésimo
3 bloque
ac
Media de cuadrados = MC =
. 9ule

dondes g9.1. = grados de libertad

f= Desviacidén estandar

= varianza
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S.0 RESULTADOS .

En el cuadro 1 se analiza el total de muestras
investigadas mediante la baciloscopia y cuantas de ellas
resultaron positivas.

- El total de muestras trabajadas durante el semestre de
traégjn fué de 2,670, y el total de casos diagnosticados por
BAAR positivos con y sin tratamiento, fueron 63 los cuzles
corresponden IO (47.6%) a expectoracidn y 33 (52.4%) a orina.

En la figura 1, se observan el total de casos
diagnosticados mediante baciloscopias positivas y la
procedencia de la muestra, En los meses de Julio a Octubre se
obtuvieron BAAR + sin descontaminacién; durante Noviembre vy
Diciembre se hizo tratamiento por los dos métodos (MD-MCD).

En el cuadro 2 se muestran los resultados del estudio
comparativo de obtencion de BAAR & partir de muestras con vy sin
tratamiento. De las 897 muestras procesadas simultaneamente
por los dos metodos, se obtuvieron 20 frotis positivos por MD
que representa un rendimiento de positividad del 2.23%; por el
MCD‘se obtuvieron &0 frotis positivos con un rendimiento de
poéitiVidad del 5.57%

La figura 2, analiza la comparacién de estos resultados
mosirando un franco aumento eﬁ el rendimiento de positividad

cuando la muestra fué tratada por MCD.
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CUADRO 1

iM.A, BUBLAS R-)

BACILOBCOPIAS POSITIVAS 1989

Baciloscopias
para bilsqueda

. Obtencidén frotis
positivoss

"Taotal

de BAAR Esputo Orina Porcentaje
Enero 322 3 4 7 2.17
Febrero 447 2 a8 10 2.249
Marzo 328 1 3 4 1,23
Abril 380 1 - 1 0.246
Mayo Z11 - } 1 0,32
Junio 291 1 - 1 0,34
ler. semestre A076 B8 16 24 2,23
Julio 376 2 4 & 1.4
Agosto 489 4 3 7 1,43
Septiembre 478 3 4 7 .46
Octubre 456 S 4 9 1.97
Noviembre 452 b 11 17 3.76
Diciembre 419 10 7 17 4,06
2° cemestret 2670 I0 3 &3 2.35
(47,6%) (52.4%)
Total: 4746 38 49 a7

Los datos observados muestran el namero total de muestras

investigadas mediante baciloscopias en el semestre en el

gque se desarrolld el trabajo

(Julip-Diciembre 1987) y el

total de casos diagnosticados por BAAR positivos

incluyendo los reportados en gl primer semestre.
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CUADRO 2

ESTUDIO COMPARATIVO DE DBT;ENCIUN DE FROTIS

FOSITIVOS POR DOS METODOS: MD , MCD

% de (+) % de (+)
Muestra Numero ositivos | respecto |Positivos| respecto
clinica de MD al No.de MCD al No.de
muestras muestras muestras
Esputn 4893 & 1.24 19 3.93
Drina 408 14 3.43 31 7.59
Otros & )
897 2e X: 2.23 58 X: 5.57

1 MD = Matodo Directo
2 MCD = Metodo concentracisn—-descontaminacién

% Otros: Llquido Pleural, lavado gastrico.
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Cultivos.

Coan el fin de efectuar la recuperacidn de las
micohacterias en medio de cultive y caracterizarlas
bioquimicamente, a una sequnda muestra sospechosa se le bhizo
tratamiento MCD y sembrada en L-J. En el cuadro 3, se tabulan
los cultivos hechos a partir de baciloscopias pasitivas, las

lecturas de éstas, asi como el diagndstico clinico inicial.

En el cuadro 4 y figura 3, se muestran los resultados
correspandientes a los cultivas. De un total de 32, 27
cultivos fueron negativos y % positivos, lo que representa un

'84.4% y un 15.6% respectivamente.

En base al andlisis de las caracteristicas de crecimiento,
morfologia y pigmentacion colonial, asi como de las
caracteristicas diferenciales mostradas en el cuadre S, la

especie identificada en las cepas aisladas de los cultivos fue
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CUADRD 3

CULTIVOS REALIZADOS DE MUESTRAS SOSPECHOSAS POR BAAR POSITIVOS

JULIO — DICIEMBRE 1989

Tube}l Tipo -ami )| Lectura
No. |muestral Diagndstica na (Cant |Reporte Resul tadd
No. pacilos) BAARR | cultivo
Jul/89 5 2 Probable Tb Renal b} 93 ++ negativo
9 £ | Probable Tob Pulmopar 3 incant Eand positiva
12 ] Sin diagnastico a 12 + negativa
14 2 Tbh~Infecc. Vias Urinarias 3 75 + negativo
17 E | Control Tb Pulmonar & 49 + negativo
Ago/B9] 18 ] Cantrol Tb Renal a8 a9 +4 negativo
Sep/89} 19 a Tb Renal activa 15 3 + negativa
20 ] Th Renal /Hematuria 14 4 + negativo
22 E { To Pulmonar 18 13 + negativo
23 € { Descartar Tb Pulmonar 19 &2 * negativo
24 a Tb Renal /IvU 17 4 + negativo
25 E} To Pulmonar activa DM 2 incont +44 positiva
Oct/89) 28 E | Descartar Tb Pulmonar 22 172 L negativo
29 "] Hematuria, DM, 25 13 + negativo
30 E ] Rinitis, Brong. cranica 21 3 + negativa
31 e Hematuria 23 S + negativo
33 E{ Brong. crdnica, DM 26 4 + negativo
Nov/84 34 "] Tb Renal 29 & + negativo
3% E ] EPOC secuela Tb Pulmonar 3@ a4 + negativo
I6 ] Probable Tb Renal 31 7 + negative
37 E{ To Pulmonar 32 87 ++ positivo
368 [} Hematuria 33 32 + negativo
39 E| S5in diagnastico 34 1 + negativo
49 @ L.itiasis, probable Th Rena} 35 3 + negativo
L 2% E] Rinitis 3& 4 + negativo
45 "] Litiasis, probable Tb Renal 39 7 + negativo
44 2 Hipertemia a9 & + negativo
Dic/89 47 E{ Probable Tt Pulmanar 45 {incantab) +4t positivo
89 a DM. descartar Tb Renal 49 4 + negativo
56 2 Descartar Tb Renal 57 7 + negativa
57 €] Tos cronica 55 + negativo
S8 a Tb Renal 59 fincontabj +h4 positivo
Total 18] 14 S (+)
27 )
+ Menas de 3 bacilo por campo promedio, en 188 campaos cbservados
++ 1 a 1@ bacilos por campo promedio, en 50 campns chservadns
+++ Mis de 18 bacilos por campo, en 2@ cempos observados.
£ = Esputo

O = Orina

EPOC = Enfermedad Pulmopar Obstructiva Cranica
DM = Diabetes Mellitus
IVO = Infeccidn Vias Urinarias
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CUADRO 4
CULTIVOS OBTENIDDS PARA LA DETERMINACION DE GENERO

- MYCOBACTERIUM, PERIODO JULIO-DICIEMBRE 198%

A %o(+) %)

. Tatal de respecto respecto
Muestra cultivos (=) {(+) muestra al total
Esputo 14 10 4 28.97 12.5
Orina 18 17 1 5.55 3.1

32 27 ) 15.6
Porcentaje] 100 84.4 15.6

50




OOOOOOOOOOOOOOOOO

FIGURA 3: GRAFICA A
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CULTIVOS POSITIVOS
A PARTIR DE BAAR (+)

ESPUTO ORINA

Origen de la muestra

POSITIVIDAD OBTENIDA
% respecto a mueatra [T
M Gran Total

% respecto al total

FIGURA 3: GRAFICA B
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CUADRO S

RESULTADD DE LAS ESPECIES IDENTIFICADAS
torfo— Pigmenta
Cepallogia clén Creci- | Nia—-|Reducc | Catalasa Especie

calonial miento | cina|nitrato| pH 7/468LC

1 |lisas crema 20 dlas + 4+ Negativo |M. tuberculosis
secas palido

2 |lisas crema 3IQ dilas + 3+ Negativo [M. tuberculosis
secas palido

3 |lisas crema 17 dias + 3+ Negativo |HM. tuberculosis
htmedas | palido

4 llisas amarillo|24 dias + 3+ Negativo [M. tuberculosis
sacas pAlido

S | lisas crema 22 dlas + 4+ Negativo |M. tuberculosis
htimedas | palido
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Estadistica.

Con el objeto de analizar la frecuencia de Tb en los
Mltimos cinco afos, se integraron los datos del cuadro & que
muestra la poblacién adserita al HBZ/MF-GB durante el periodo

1985-1989.

Con los datos estadisticos recopilados se conocieron los
casos existentes de Tb, todas formas diagnosticados por
baciloscopias: éstos se muestran en el cuadro 7 y figura 4.
Far los resultados obtenidos se observa un incremento de casos

en el afo de 1988, mientras que los otrps afos analicados

permanecen =in variaciones significativas.

En el cuadro 8 y figura 9, se presentan los resultados del
indice de prevalencia de Th todas formas, definido como: "La
proporcidn de una poblacidn dada que muestra la enfermedad en

un momento dado del tiempo". (21)

En el andlisis de este indice se encontré gque hubo una
mayer prevalencia en el afo de 1988 con 101 casos (antiguos y
nuevps) por cada 100,000 adscritos seguida del afo de 1989 con
76 casos por cada 100, 000 aseéurados de la pablacién adscrita,

1o gue indica un pequefo repunte de Tb en loe dos ultimos afos.
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CUADRD &

POBLACION ADSCRITA AL HGZ/MF-5B DEL IMSS, 1985-198%9
Afic  Mes Parmanentes Eventuales Total X
1985 Enero 136,321 1,124 137,915

Fabrerao 132,138 1,175 133,311

Marzo 132,706 1,280 133,956

Abril 134,511 1,322 135,833

Mayo 135,290 1,376 136,674

Junio 136,535 1,446 137,981

Julio 137,882 1,473 139, 355

Agosto 140,551 1,33% 142,084

Septiembre 138,884 1,545 140,429

Octubre 139,132 1,554 140,486

Noviembre 142,209 1,382 143,791

Diciembre 143,597 1,602 145.199

138,901.2
1986 Enero 145,033 1,624 144, 657

Febrero 146,275 1,643 147,918

Marzo 149,488 1,686 151,174

Abril 151,497 1,708 153, 205

Maya 153,171 1,726 154,897

Junio 154,608 1,756 156, 364

Julio 185,709 1,774 157,479

Agosto 157,479 o167 159,644

Septiembre 158,215 2,193 160,408

Octubre 161,379 2,240 167,619

Noviembre 152,727 2,292 158, 019

Diclenbre 149,031 2,307 151,338

154.810.2
1987 Enero 148,945 2,354 150,399

Febrero 147,838 2,327 150, 165

Marzo 148,338 2,363 150, 701

Abril 152,016 2,598 154,414

Mayo 153,578 2,428 156,006

Junio 154,294 2,486 156,780

Julio 196,118 2,523 158, 641

Agosto 156,060 2,588 158, 648

Septiembre 155,892 2,419 198,512

Octubre 155, 661 2,659 154, 320

Noviembre 154,499 2,671 157,170

Diciembre 157,682 2, 689 156,372
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ién cuadro é&

Afa Mes Permanentes Eventuales Total X
1988 Enerao 152,342 2,709 183,047

febrero 152,040 2,734 154,774

Marzo 153,901 2,778 156,679

Abril 154,936 2,795 157,731

Mayo 158, 646 2,831 161,477

Junio 160, 135 2,892 167,027

Julio 162,204 2,927 165,131

Agosto 121,675 2,946 124,621

Septiembre 122,536 2,975 125,511

Octubre 120,448 2,996 123,644

Noviembre 121,579 3,009 124,588

Diciembre 122,967 F,045 126,012

’ 144,853, 5%

1989 Enero 123,568 3,062 126,630

Febrero 124,259 3,074 127,330

Marzo 125, 065 3,080 128, 145

Abril 103,205 3,085 106,290

Mayoo 10%,941 3,094 107,035

Junio 104,791 3,114 107,905

Julio 105, 695 , 138 108,833

Agosto 107,013 3,145 110,158

Septiembre 103,451 3,193 111,444

Octubre 109,697 3,342 113,039

Noviembre 110,929 3, 361 114,280

Diciembre 108,513 3,049 111,562

114,404,25

FUENTE: Instituto Mexicano del Seguro Social

Subdireccién General Médica
informe Mensual de Servicios Médicas

HBZ /MF-58

=1-3
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CUARDRO 7

‘BACILOSCOPIAS POSITIVAS PERIOCDO 19853-1989

BAAR en nmuestras des
A%o Esputo Orina Otrosx Total
1985 74 13 87
1986 b&s 17 83
1987 o8 i8 3 79
1588 114 27 5] 144
1989 38 49 87

% Liquido pleural y/o Liquido ascitico, y/o Jugo gis-—

trico.
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CUADRD 8

iM.A. RUELAS R.)

PREVALENCIA DE TUBERCULOSIS DIAGNOSTICADA POR

BACILOSCOPLAS. - - 1985-1989
CASDS EXISTENTES
FOBLACION (Paciloscopias INDICE DE
ARO (Adscrita al HBZ-58) positivas) FREVALENCIA
1985 X = 138,901.2 87 62,63
1986 X = 154,810,2 a3 53,61
1987 X = 155,510.7 79 50,80
1988 X = 144,853.5%5 144 100,80
1989 X = 114,404.25 87 76,05
T = 141,595.97 X = 96.4 58,00
Casos existentes
PREVALENCIA (Todas formas, antiguos y nuevos) x 100,000

Poblacion
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Analisis estadistico.

El Andlisis de Varianza fuéd aplicado a los resultados del
estudio comparativo de los métodos: MD y MCD. Las hipotesis

consideradas fueron:

H, = E1 Método de Concentracién-Descontaminacidn en 1a
bisqueda de BAAR es igualmente efective que el

Frotis Directo.

Ha = 8i hay diferencia entre ambos métodos.

Rechace H, si F calculada > F de tablas.

- CUADRD 9

Comparacieén entre F calculada y F de tablas:

a) Tratamientos: F calculada = 16.39 > F tablas = 4.24

b) Blogues: F calculada = .28 » F tablas = 4.24

Fara los dos casos se rechaza H, y se concluye que hay
una diferencia sighificativa entre ambos meétodos a un

nivel de significancia de 0.05
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6.0 DISCUSION.

En 1la actualidad se estidn investigando y mejorando
técnicas de diagnéstico répi&u de la Tb gue lleven a reconocer
bacilos intactos, fragmentos bacilares y metabolitos del
bacilo, en esputos, tejidos, fluidos: basadaos en la deteccion
de Acido-resistncia especifica, lipidos; aplicando
cromatografia de gases, espectrofotometria de masas., resonancia
magnética nuclear, electroforesis, inmunoensayos. (6)

La técnica de diagnéstico universalmente empleada es la
baciloscopia y constituye el procedimiento estandar en la
mayoria de los paises en desarrolle. A pesar de ser un
instrumento valiose, ©1 organismo debe recuperarse en medio de

cultivo para permitir el diagnéstico definitiva,

El método de eramen de frotis es el menos sensible para
detectar micobacterias pero tiene ciertas ventajas como:
a) es un procedimiento facil y rdpido para el diagnéstico
presuntivo de enfermedad micobacteriana vy,
b) éuede emplearse para seguir los progresos en quihinterapia

de un paciente tuberculoso conocido. (28)

La confiabilidad de la batilostopia como procedimiento de
diagnéstico estd relacionada con la sensibilidad vy
especificidad de la prueba. La sensibilidad represents el

porcentaje de resultadeos positives en los individuos que

&2



padecen la enfermedad. La especificidad significa el
porcentaje de resultados hegativos entre las personas que no la

padecen. (21)

En la literatura se han encontrado valeores muy variados
para las baciloscopias. Moysen en 1984 menciona una
sensibilidad del &41% y una especificidad del 274, (30) Aluoch
en‘1994 en un estudio en Kenya reporté una sensibilidad de &5%
y eéspecificidad de 99.8%. (4) Kim en 1984 encontré que tres
frotis de esputo consecutivos dieron una sensibilidad general
de 74.4% cuando se valud contra un cultive de esputo. (26)

Daniel en 1986 reporta su estudio en Bolivia, con una
sensibilidad del 794 y una especificidad del 10Q0%. y para ELISA
una sensibilidad de 694 y una especificidad de B8% (12). Este
investigador hace notar que el aumento de la sensibilidad puede
deberse a que utilizdé frotis de muestras de esputc concentradas
y procesadas, mientras que otros han usado frotis directo de
esputos.

Los resultados de nuestro trabajo estadn de acuerdo a lo
discutido en el estudio de Daniel, T.M., ya que por el Método
Concentracién-Descontaminacién (MCD) se obtuve un mayor
porcentaje de positividad frente al Método Directo (MD) (cuadro
2 y figura 2). Sin embarge cabe aclarar que para el MD no se
siguid un rigor metodolégico ya que el técnico laboraltorista

que participé en el MD, no siempre era =1 mimmo por razones
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administrativas, teniendo probables deficiencias como la
preparacidn del frotis, coloracidn, examen inadecuado del
frotis, que pudieron haber conducido a obtener resultados

falsas negativos.

En México son ampliamente utilizadas las técnicas
bactérioldgicas para el diagnéstico de la Tb. La Secretaria de
Saluq con sus tres niveles de atencién (S.5.A., .M.S.5.,
1.5.8.5.T.E.) constituye la red de laboratorios de microscopia,
compuesta por 356 laboratorios. 343 (96.35%) hacen
micéoscopias, 12 realizan microscopias y cultivos y el
Laboratorio Central de la Tuberculosis procesa muesstras para
micfnscopia, cgléivn, pruebas de tipificacidén y de sensibilidad

a las drogas. (31)

En el Boletin Epidemiolégico semana SO de 1989 DGE/SSA,
(15), informa que del total de casos de Tb tadas formas
registrados, el 92.73 por ciente se confirmé por algun método
de laberatorio, destacando al respecto, las baciloscopias con
el 96.75.por ciento correspondiendo a cultivo 0.54 per ciento y
a Binpéfas 0.46%9%, segun el Registro Nacional de Casos de Th,
DGE/SSA. E]l nimero reducido de laboratorios que realizan
cultivos en México se manifiegta por los comentarios de Hérrera
(24) due dicen: “en los programas de Control de Th 1a

indicacidn de cultivo se reduce al diagnastico diferencial o

b4
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para confirmar un diagnéstico clinico no definido, por lo que
no es justificable el cultivo para el diagn#stico rutinario vy
masivo de la Th pulmonar®. Lo anterior en base a
recomendaciones de la OF3Z (40) que por experiencias
satisfactorias en estudios controlados, se conciuye que dos
exdmenes consecutivos de frotis egquvalen por su prodqctividad a

un cultivo.

En nuestro trabajeo, cuando los frotis presentaron
bacilos en namero incontable, se confirmdé la posibilidad de
crecimiento de micobacterias en los cultivos (cuadro 2), ya que
existe una correlacién positiva entre la concentracién de
bacilos que se pueden cultivar de las muestras y el ndamero de
BAAR en el correspondiente frotis. (13

El numero de cultivos positivos con baciloscopias
positivas representados por un 15.6% (cuadro 4 y figura F), no
es lo esperado aunque aceptable. La negatividad en los

cultivos puede deberse a factores como:

a) Los barilos observados en el microscopio estaban
muertos o con metabolismo pabre, ya gue en el estudio
se incluyeron diversos tipos de enfermos. es decir con
diferente diagnoéstico: probable Tb (casos nuavos):
Control Tbh (enfermus en tratamiento, crénicos,

recaidas).
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b) Los pacientes no eran baciliferos.

c) En wcasiones los pacientes no expectoraban
adecuadamente y no se obtenia una buena mueatra'
representativa.

d) Como se aobserva en la grafica A de la Tigura %, la
mayoria fueron muestras de orina de etiologia
desconocida y cuyos bacilos observados en el
microscopio fueran siempre escasos y con probabilidad
de gque fuese M.smegmatis, micobacteria sapréfita (24)

que suele enconlrarse en las muestras de orina

El porcentaje mayor de cultivos positivos (grafica B, de
la figura 3) fué de origen pulmonar que confirma los estudios
que se tienen de que la Tb pulmonar ocupa un mayor porcentaje
que la Th extrapulmonar. En nuestra caso ésta correspondid a
Th renal con un 20% y un BDA para Tbh pulmonar, aungue estas
cifras ng son representativas, los resultados caen en forma

aproximada dentro del siguiente cuadro:
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CASDS DE TUBERCULOSIS NOTIFICADDS BEGUN LDCALIZACION

ESTADOS UNIDOS MEXICANDS

1980-1988
LOCALIZACION 1980 19 8.4 1 9288
CABOS 7 JcAsos % CAS0S %
PULMONAR 11,165 | 100 12,609 86.77 | 12,204 91.78
MENINGEA o 0 o o 145 1,09
OTRAS 0 o 1,922 13,23 948 7.13
TOTAL 11,165 | 100 fia,531 J100.00 | 13,297 {100.00

FUENTE: Direccidén General de Epidemiologia/SSA. (15)

En los datos actualizados para 1989, hasta la semana 48 se
tenian acumulados 9,472 casos de Tb pulmonar y 65 casos de Tb
meningea, sequn el Informe Semanal de Casos Nuevas de
Enfermedades, DGE/SSA. (15)

Otro de los objetivos del presente trabajo fué aislar al
Género Mycobacterium de las muestras sospechosas. Segin se
observa an el cuadro 5, la especie aislada en todos los casos
fué Myotuberculosis, ya que las micobacterias atipicas son poco
frecuentes, En estudio realizado por Blancarte en 1982 scbre
Mycobacterias Atipicas en la Republica Mesxicana. de 547
cultivos estudiados, 490 (89.46%) fueron clasificados como

M.tuberculosis y 57 (10.4%) correspondieron a micobacterias

atipicas. (7)
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El estudio de la frecuencia de Th en el HGZ/MF-358
localizado en la zona Naucalpan—-Tlalnepantla-Atizapan de
Zaragoza en el Estado de México, arreojd datos interesantes.

Los indices de prevalencia encpntrados seguin se observa en el
cuadro 8, figura 5, aunque en general no son suficientemente
representativos de la poblacidn'total del Estado de México y no
reflejan la morbilidad réal, son datos estimativos de la

enfermedad.

Las entidades federativas con las cifras de morbilidad was

altas para 1988, fueron:

Chiapas 40.82
Tabasco 27.63
Buerrera 24.03
Calima 23,27
Veracruz 22.54

En tanto que las entidades con las tasas mas bajas fueron:

Tlaxcala 4.70
Guanajuato 3.42
Aguascalientes 2.92
Distrito Federal 2.78

Estado de México 2. 10

&8
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Estas dltimas, con tasas muy por debajo a la regristrada
para el nivel nacional (9,97 casos de Tb pulmanar por cada

100,000 habitantes, (1&)

Los datos actualizados para 1989, hasta la semana 48,
reportan 416 casos nuevos notificados de Tb pulmonar y 10 de Tb

meningea en el Estado de México. {(15)
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7.0 CONCLUSIONES,

M. tybercuylogis constituye un problema epidemioléaico.

La bhacilaoscopia par Z-N es una téenica sencilla, econdmica

* y rdpida; provee amplia cobertura en la localizacien de

casos.

La baciloscopia para busgueda de PARR es sensible y
especifica en alto grado.

Utilizando el MCD se obtiene mayor sensibilidad para

esta prueba.

No esc facil que personal responsable de estos servicios
practique con exactitud uniforme el MD. Se propone
utilizar el MCD en examenes de rutina para una
confiabilidad técnica dptima.

Haciloscopias ¥y cultivos son atiles en la interrupcion de
la cadena de transmision, detectando fuentes de coentagio.

En suma y en base a 1o antes expuesto es evidente que la

. bacteriologia continila siendo la herramienta bdsica desde

los tiempos de Koch,
Las cifras de prevalenciay, morbilidad y mortalidad nos
muestran gue la Tb sigue figurando dentro de las

principales enfermedades transmisibles.
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7.0 APENDICE.

a) Colocar el frotis ya fljado sobre la varilla.

b) Cubrirlo con fucsina bdsica previamente filtrada.

c) Calentarlo pasandole por el reverso una flama hasta
1a emislén de vapores durante cinco minutos, evit;ndn
1a ebullicién o la desecacién, para lo cual debe
reponerse la fucsina que se va consumiendo.

d) Lavarlo con agua de la llave.

a) Cubrir el extendido con alcohol acido mds o mencs
dos minutos.

b) Eliminar el alcohol Acido lavando la lamina con -
agua a baja presién.

c) Se considera decolorado el extendido cuando sus partes
mads gqruesas conservan s6lp un ligero tinte rosado.
Esta operacidn tarda generalmente dos minutos.

a) Cubrir la superficie del extendido con azul de meti-
leno durante un minuto.

b) Lavar el portacbjetos con agua a baja presidn, tanto
por la superficie del extendido como por su cara in-

ferior.
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c} Secar la ldmina ya teRida a temperatura ambiente.

a) Fucscina fenicada:
Fucsina basica . . . « « . « ¢ = o . 3 9.

Alcohol etilico 95* . . . . . . . . 108 ml.

Disolver por agitacion en un matraz aforado, agre-—
gando lentamente el aicnhul; agregar 33 ml de fenol
acuoso (108 g. de fenol en cristales, mas 18 ml. de
agua destilada; calentar en bafo maria hasta disolu-
cidn completa y enfriar). Agitar y agregar agua
destilada hasta completar 100@ ml. Dejar reposar 24
hrs. y filtrar.

b Azul de Metileno:
Azul de metileno . . + « &« o+ o 1 9.
Alcohel atilico 95°* . . . . . . 10@ m1 .
Disolver por agitacidn y agregar agua destilada hasta
completar 1000 ml. Filtrar.

c) Solucién decﬁlnrante:
Acido Clorhidrico . « - + « . . 32 ml.
Alcohol etilico 95° . . . . . . P70 ml.
Dejar escurrir lentamente e! acide clorhidrico por las
paredes del matraz que contiene el alcohol. agitar

suavemente.
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Colocar en cada tubo con tapa de rosca, 2 ml. de la
muestra. £n el caso de muestras centrifugadas se emplea
todo el sedimento. Flamear en la llama los bordes de los
tubos.

Agregar a cada tubo NaOH al 5% con rojo de fenol incor-
porado (@.04%), en igual volumen al de la muestrajg
ajustando firmemente la tapa del tubo.

8% se cuenta con equipo mecdnico tipo “vortex" agitar los
tubos 280 segundos antes de incubar a 37°C durante 15
minutos. Si se dispone de un agitador de Kahn, colocar
los tubos en movimientoe constante durante 1% minutos a
37°C. Terminada la incubacieén centrifugar 3000 rpm,
durante 15 minutos.

Eliminar cuidadosamente el sobrenadante en un dispositi-
vo a prueba de salpicaduras que :nntenéu fenol al S4
Neutralizar el sedimento con acido clorhidrico al 3% (para
que el cambio de pH no sea brusco). €l proceso de
neutralizacion tdebe ser muy cuidadoso de manera que el pH

no sea menor de 4.5 ni mayor de 7.2

(292
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Substrato: Nitrato de sodio M/100 en buffer de fosfatos

M/745, pH 7.0 preparado como sique:

rvl':NEl3 8.178 g

Kl»{l Pq‘ @2.234 g

N"ZHPq;'le’ZU 9.970 g

HZ 0 destilada 200.2 ml
Reactive:

a) Dilucién 1:1 de HCl concentrado (adicionar 1@ ml
de HC1 a 10 ml. de )50).
b) Disolver 8.2 g de sulfanilamida en 180 ml. de agua.
e} Disolver @.1 g ‘de di :lor‘hidratu de n-naftiletilen-—
diamina =n 102 ml. de agua destilada.
Conservar los reactivos y el substrato en frascos ambar en
el refrigerador.

Organismns de control: M. tuberculosis H3I7R: fuertemente (+)

1) Colocar 3 6 4 gotas de agua destilada estéril a cada
tubo de prueba.
2) Emulsionar una asada de colonias del medio sélido de

cultivao.
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3)

a4)

3)

&)

7)

ARadir 2 ml. del substrato NaNO a cada tubo con la
emulsidén.

Agitar manualmente para mezeclar e incubar a 37° C
durante dos horas; retirar.

ARadir a cada tubo una gota del reactivo # 1 y mez—
clar agitando manualmente el tubo.

Afadir dos gotas del reactivo # 2

Afador dos gotas del reactivo & 3

Si desarrolla un color rojo, la prueba es positiva. Este

cambio de color puede variar de rosa a rojo intenso.

Comparar los resultados con estandares de color y reportar

de + a 5+, de acuerdo a la intensidad del cambio de color.

Fuente:

Vestal, Annie L., Procedures for the Isolation and
Identification of Mycobacteria. U.S5. Departament of

Health, Education and Welfare. CDC. 1978
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a) Anilina al 4%
A 946 ml., de etanol al 957 adicionar 4.0 ml.
anilina incolora.

b) Bromuro de ciandgeno al 1@%
Disnlger S5 g. de bromuro de cianégeno en S@

agua destilada.

Procedimiento:

de

ml. de

a) Se toma un tubo de cultivo gue tenga abundantes co-—-

lonias desarrolladas sobre el medio de Lowenstein-—

Jensen.

b) Se le agrega @.3 ml. de agua destilada estéril

y se

coloca en posicidn casi horizontal, de modo que el

agua bafe la totalidad de las colonias; la niacina

presente en las colonias se disolverd en el agua en 5

a 12 minutos.

‘c) Se tragpasa 8.5 ml. de agua destilada que ha extraido

la niacina a un tubo pequefo y se le agrega 4.5 ml. de

una solucién de anilina al 4% y @.S ml. de bromuro de

ciandgeno al 18%Z

Cada vez que se efectur esta prueba es conveniente tener una

cepa H37Rv U otra conocida como niacina positiva con el

82

objeto



tNaM EESC GFB SH-A.RUELAS R.)

de hacer también en esas colonias la prueba para eontrolar la

calidad de los reactivos. Ademas se debe hacer una prueba ron
agua destilada como control negativo.

£1 liquido tomard casi inmediatamente colar amarillo si existe
suficiente nitacina (M.tuberculpsis} o permanecerd incoloro si

Fuente: (293
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CATALASA pH 7/68°C

Reagtivos:
1. Tween-peroéxido:
Peréxido de hidrégeno 30%Z; Tween B@, (B%. Mezclar
voldmenes iguales en cantidad necesaria en el momento
de utilizar.

2. Buffer de Fosfatos M/15, pH 7.0:

a) Naz HPDH anhidro %.47 g
Agua destilada: 1200.00 ml
b) Fosfato de potasio KHQPDul 9.87 g
Agua detilada: 1200.00 m}

Mezclar 41.1 ml. de solucién (a) con I8.9 ml. de selucién

{b)

Procedimienta:

1) Numerar los tubos con tapdn de rosca que correspon-—
dan a los culiivos que van a probarse.

2) Con una pipeta estéril, afadir 8.5 ml. de buffer de
fasfatos pH 7'a cada tubo.

3) Con una asa estéril, emulsionar en el buffer varias
colonias del cultivo.

4) Colocar los tubas con las ecolonias emulsionadas en
bafo de agua o estufa caliente a una temperatura de
68°C durante 2@ minutos.

NOTA: El tiempo y la temperatura son importantes.
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S) Retirar y enfriar a temperatura ambiente.

6) Afiadir a cada tubo @.5 ml. de la mezcla tween—paero-
xido.

7) UObservar en la superficie del liquido la formacién de
burbujas. Retener los tubos durante 28 minutos antes

de descartarlos como negativos.

Formacién de burbujas: positiva

No formacidén de burbujas: negativa.

Fuente: (29, 42)
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