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RESUMEN

La aparicion de Mycobacterium tuberculosis (MTB) resistente a los medicamentos ha
complicado el manejo de esta enfermedad, por lo que es importante conocer |a prevalencia de la
rasistencia para definir los esquemas primarios de tratamiento. Asimismo, las técnicas actuales de
epidemiologia molecular han permitido conocer la diversidad genética de diversos organismos.
Objetivos: Conocer la prevalencia de enfernmedad por MTB rasistente y determinar su
caraclenzacién molecular mediante el andlisis del polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de rastriccién (PLFR). Método: Se realizd un estudio prolectivo, transversal y
descriptivo en la Jurisdiccién de Huauchinango, Puebla. El personal de salud solicité tres
muestras de esputo a los individuos con tos y expectoracion que acudieron a consulta, se les
realizé tincibn de auramina-rodamina y los casos positivos fueron comoborados con Ziehl-
Neelsen. Todas las muestras fueron cullivadas en Lowenstein-Jensen y en medio de cultivo
radiométrico, los cases positivos se identificaron por NAP (p-nitro-p-acetilamino--hidroxi-
propiofenona) y bioquimica convencional, y se determiné la susceptibilidad por el método
radiométrico a estreptomicina, isoniacida (INH), rifampicina (RIF), etambutot y pirazinamida. £
andlisis de PLFR se realizé con la secuencia de insercién 1S6710. Resultados: Entre junio de
1995 y mayo de 1998, se cultivaron 2586 muestras de 1326 enfermos y se diagnosticaron 269
casos de tuberculosis (TB) (20%); 135 en mujeres y 134 en hombres, con una mediana de edad
de 42 afios. La sensibilidad de la baciloscopia fue de 59% y el cultivo de 90%. La susceptibilidad
antimicrobiana se realizé en 230 aislados, 15% fueron resistentes a INH y 5% multiresistentes
(MR). De 165 (72%} enfermos con informacién clinica, 48 habian recibido tratamiento contra la TB
previamente. La resistencia primaria a INH fue de 12%, RIF 4%, y MR 2.5%; en los casos con
baciloscopia positiva la resistencia primaria fue de 6.8%, 2.7% y cero por ciento; y la resistencia
secundaria fue de 29%, 19% y 14%, respectivamente. El analisis de! PLFR se realizd en 200
aislados; 80 (30%) formaron 18 conglomerados de cinco o mas bandas. La proporcién de
individuos con aislados resistentes fue mayor en aquellos que formaron conglomerados.
Conclusiones. Uno de cada cinco individuos estudiados tuve TB y en 41% de los casos, el
diagnéstico se realizd mediante cultivo. La frecuencia de resistencia primaria fue elevada, la
mayoria con baciloscopia negativa. El andlisis de los PLFR demostrd similitud genética en 30% de
los casos. Se requiere mejorar ta eficiencia de los métodos diagnosticos y realizar la vigilancia de la
famacomresistencia con estudios basados en cultivo para evitar sesgo de diagnastico. Debido a la
prevalencia de resistencia primaria a INH, el esquema primaric de tratamiento de ia TB pulmonar
debe estar formado por al menos cuatro medicamentos y bajo administracién supervisada.




ABSTRACT

The frequency of primary resistant tuberculosis (TB) is one of the main factors which helps
to decide the empiric treatment of new cases of pulmonary TB. In addition, the use of modem
molecular epidemiologic tools allows genetic diversily of different orgnisms to be studied, which is
an interesting issue from the molecular biology stand point. Objectives: To determine the
frequency of resistart MTB and to characterized strains using restricted fragment length
polymorfism (RFLP) analysis. Method: A prolective, transversal and descriptive study was
designed in Huauchinango, Puebla, at the Eastem Sierra Madre of Mexico. Three sputum
samples were asked to be given from all patients with productive cough seeking medical.
attention in the health care units. Direct sputum examination using fluorochrome stain was
done, and the positive results were confirmed by Ziehl-Neelsen: culture was done in
Lowenstein-Jensen and in radiometric broth; the identification by NAP (p-nitro-p-acetylamino-2-
hydroxi-propiofanane) and biochemical tests, and the drug susceptibilily test for sptreptomycin,
iscniazid (INH), rifampicin (RIF), ethambuto! and pyrazinamide by the radiometric method. The
RFLP analysis was done using 1S6710. Results; Between June 1995 and May 1998, 2586
samples from 1326 patients were cultured, and 269 cases (20%) of TB were diagnosed. Direct
smear examination identified 59% of the cases and the culture 90%. TB was diagnosed in 135
women and 134 men, with a median of 42 years. The susceptibility test was done in 230 isolates,
15% were resistant to INH and 5% were multidrug-resistant (MDR). The diinical data was obtained
from 165 patients (72%), 48 had history of anti-TB reatment. The prevalence of primary resistance
to INH was 12%, RIF 4%, and MDR 2.5%; in smear positive cases the frequency of primary
resistance was 6.8%, 2.7% and 0%, and the secondary resistance was 29%, 19% and 14%,
respectively. The RFLP analysis was done in 200 isolates, and 30% formed 18 clusters of five or
more bands. The percentange of patients with resistant isolates were higher in those who formed
clusters, Conclusion. One of five studied patients had TB and in 41% of the cases, the diagnosis
was made by culture. The frequency of primary resistance was high, and higher in those with smear
negative resutts. The RFLP analysis showed that 30% of the patients had genetically similar MTB,
which is very high since we did not do active search of TB cases. Diagnosis efficacy need to be
improved, and culture based diagnosis is important in drug resistance surveillance study to avoid
bias. Because of the high pravalence of primary resistance to INH, the treatment of the new cases
of pulmonary TB requires at least four drugs using direct observed therapy to assure the adherence
of treatment,




INTRODUCCION

La prevalencia de tuberculosis (TB) ha aumentado en todo el mundo en los Ultimos
10 aftos, especialmente en enfermos infectados por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y en individuos sin hogar (1,2). La Organizacién Mundial de la Salud {OMS)
ha calculado que habra 90 millones de casos nuevos en el mundo durante esta década y
30 millones de enfermos morirdn en el mismo periodo (3). En México, los estudios
epiderniologicos han mostrado una tendencia hacia la disminucion del numero de casos de
TB entre 1941 y 1976; sin embargo, a partir de 1985, se ha observado un incremento y se
calcula un exceso de 27,000 casos (4). La tasa notificada de todas las formas de TB a ia
Secretaria de Salud es de 222 casos por 100,000 habitantes, sin embargo, la tasa
estimada es de 51.7 casos por 100,000 habitantes debido a la subnotificacion {(4,5).
Ademas, la TB ocupa el fugar nimero 17 entre las causas de mortalidad general en
México (6).

El incremento en el nimero de casos de TB se ha acompafiado de un aumento en
el ndmero de individuos infectados por Mycobactenium tuberculosis (MTB) resistente a los
medicamentos tradicionaimente utilizados. La estreptomicina {STP) se utilizd can éxito en
1944, sin embargo, se observé recaida por aisiados resistentes en poco tiempo (7,8). En
1946, se agregd el acido p-amino-salicilico al tratamiento, observandose mayor eficacia y
menor riesgo de resislencia (9). En 1952, se descubrié la isoniacida (INH} y desde
entonces se ha recomendado el tratamienta combinado con tres 0 mas medicamentos con
lo cual la prevalencia de resistencia se mantuvo baja hasta finales de los afios 60's
(10,11).

En los ultimos afios, la enfermedad por MTB resistente se ha convertido en uno de
los problemas mas importantes de salud publica mundial (12-24). Varios investigadores
han realizado revisiones sobre la prevalencia de MTB resistente en ef mundo, la cual es
muy variable entre los paises y entre la poblacién de cada pais debido a diferencias reales
y a la metodologia utilizada. La resistencia primaria a INH oscilé entre 0% y 31.7% y la
secundaria entre 4% y 69.7%, siendo mas alta en Africa, Asia y en Europa Oriental: la
multimesistencia (MR) primaria varié entre 0% y 14.4% y la secundaria de 0% y 54.4%
(20,24) (tabla 1). En México, 1a resistencia primaria a INH fue de 8.5% en los enfermos de

los Inslitutos Nacionales de Salud, entre 1993 y 1995; cinco veces mas que en 1980




cuando se reportd un valor de 1.8% (tabla 2) (16,17). En el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias de México (INER) se ha encontrado resistencia secundaria a
INH en 62% de los pacientes y MR en 25% (25). Por otra parte, investigadores
norteamericanos encontraron que los inmigrantes mexicanos y de ofros paises
latinoamericarios tienen riesgo de tener TB por un aislado resistente, entre 1.7 y 6.8 veces
en comparacion con la poblacién estadounidense nativa (26-28).

La enfermedad por MTB se ha asociado al antecedente de tratamiento con
farmacos contra la TB, uso de drogas intravenosas, infeccién por el VIH, abandono social,
alcoholismo y antecedente de hospitalizacion en dreas con enfermos con TB resistente
(13,19,29-31). Esta forma de TB representa un nuevo reto para el control de la
enfermedad, sobre todo cuando existe MR, pues no existe un tratamiento eficaz {32). Los
efectos de la TB MR son devastadores, pues en enfermos no infectados por el VIH se ha
logrado la curacién en 50% de los casos; en aquellos con infeccitn asintomatica por el
VIH, la sobrevida media ha sido de 15 meses: y con diagnéstico de sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) de seis semanas (33-34).

En ia década de los 70's, la tipificacion por fagos era utilizada como herramienta
epidemiolgica, pero en la actualidad ha sido reemplazada por técnicas de biologia
molecular, como el andlisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (PLFR) del écido desoximibonucleico (ADN) de MTB con la secuencia de
insercidn 156110 (35,36). Estos métodos han permitido definir mejor la epidemiologia de la
TB, fos factores de riesgo para desarrollar enfermedad progresiva rapida, la dinamica de la
transmision, la contaminacién intralaboratorio, asi como e} resuttado del curso del
tratamniento (37-46). En ofros estudios se ha contrastado la diversidad genética de MTB; en
Etiopia, Tinez y los Paises Bajos con tasas de prevalencia de TB de 300, 30 y 10 por
100,000 habitantes, respectivamente, los aislados de MTB pertenecian a grupos
genéticamente similares en 58%, 62% y 24% de los casos, respectivamente, lo cual ha
sugerido una distribucién geogréfica diferente en paises con tasas diferentes de
enfermedad por MTB (42).

En 1993 se estandarizé 6! método de analisis de PLFR en MTB para crear una
base de datos con aislados de diversas partes del mundo. Los marcadores genéticos

utilizados son secuencias de insercion repetitivas y cortas de ADN, con funcion
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desconocida. El marcador genético mas usado es 1S6710, un elemento de insercion
transposable, presente en nimero variable en el genoma del MTB (36). E! andlisis de
PLFR es una heramienta Uil para determinar la similitud genética entre los aislados
clinicos de una poblacion,

Programa Nacional de Pevencidén y Control de la TB

La Norma Oficial Mexicana para ila Prevencion y Control de fa TB, fue publicada en
ol Diario Oficial, el 26 de enero de 1995, y tiene como objetiva uniformar criterios,
astrategias, actividades, procedimientos y técnicas operativas de! Sistema Nacional de
Salud con relacién a las medidas preventivas y de contro! aplicables a la TB en sl ambito’
de la atencion primaria de ia salud {47}. Para la identificacién de caso, €l personal de salud
debe realizar un interrogatorio buscando tos con expectoracidn y ofros sintomas
sugestivos de TB en todo individuo que acude a los servicios de salud. El diagnéstico se
realiza mediante la baciloscopia con tincién de Ziehl-Neelsen (ZN). £l cultivo se indica
cuando se sospecha resistencia a los medicamentos utilizados, cuando las baciloscopias
son negativas y el cuadro clinico sugiere TB, y como apoyo para la investigacion
epidemiolégica, terapéutica y bacteriolgica, El tratamiento para los casos nuevos de TB
pulmonar incluye INH, rifampicina (RIF} y pirazinamida (PZ) durante |a fase intensiva por
dos meses, 8 INH y RIF en la fase de sostén durante cuatro meses, los cuales deben de
ser administrados por el personal de salud guien debe vigilar la degiucion de cada dosis
del medicamento. La prevencion se realiza mediante ia vacunacion con BCG a todo recién
nacido y la quimioprofilaxis en grupos de alto riesgo como los enfermos infectados por el
VIH.

Jurisdiccién de Huauchinango, Puebla

Huauchinango es una de las 10 jurisdicciones sanitarias del estado de Puebla, esta
formada por 18 municipios con una extension teritorial de 3019 km’ y tiene 390,596
habitantes. Segun el censo general de poblacion de 1990, la poblacion rural estimada para
1995 fue 68% y la urbana de 32%. EI 65% de la poblacién es letrada, pero solamente 8%
terminaron la primaria; 2% hablan sdlo la lengua indigena y 23% la lengua indigena y
aspafiol. Una cuarta parte de las viviendas esta construida con material de cemento vy el
resto con lamina de cartén, materiales de desecho y piso de tierra; 40% tienen agua
entubada, 35% drenagje, y 67% energia eléctrica; y viven 5 personas en promedio par casa.




Del total de individuos econdmicamente activos, 59% se encuentran desempleados, 15%
trabajan en el sector primario (agricultura, ganaderia, silvicuitura, caza y pesca), 11% enel
secundario (mineria, petréleo, gas, energia eléctrica y construccidn), y 15% en el terciario
{comercio y servicios) (48),

Solamente 17% de la poblacién son derecho-habientes de alguna institucion de
seguridad social, y 85% viven en la zona urbana. La infraestructura para atender al resto
de la poblacién esta constituida por dos hospitales de segundo nivel, 43 unidades médico-
rurales IMSS-Solidaridad, 19 centros de salud, tres unidades méviles y 110 casas de
salud. De 1993 a 1995, se atendieron un promedio de B804 individuos al mes en la
consulta general de los centros de salud de Huauchinango y se realizaron 120
baciloscopias mensuales con un promedic de dos muestras posilivas {49,50).

JUSTIFICACION

El tratamiento de los casos nuevos de TB pulmonar fequiere de fres o cuatro
medicamentos. E! numero de farmacos depende da ia prevalencia de resistencia primaria
a INH, y se ha establecido que en aguellos lugares donde as igual o mayor a 4%, el
esquema terapéutico debe incluir INH, RIF, PZ y etambutol (ETM) o STP {51). Diversos
astudios han demostrado prevalencia elevada de enfermedad por MTB resistente, sin
embargo se han reaiizado de manera retrospectiva o bien en poblaciones seleccionadas,
por lo que es importante realizar un estudio con base poblacional,

Debido a las caracterislicas infectantes de la TB, es de gran interés analizar el
PLFR con IS6110 de los aislados clinicos de enfermos provenientes de las zonas rurales y

urbanas de la zona para conocer la diversidad genética.

HIPOTESIS
La prevalencia de resistencia primaria a INH en Huauchinango serg mayor a 4%.
2 Los aislados de MTB de Huauchinango seran genéticamente similares en 50% o

mas de los casos.

OBJETIVOS
1. Conocer la prevalencia de enfermedad pulmonar por MTB resistente en




Del total de individuos econdmicamente activos, 59% se encuentran desempleados, 15%
trabajan en el sector primario (agricultura, ganaderia, silvicultura, caza y pesca), 11% enel
secundario (mineria, petréleo, gas, energia eléctrica y construccion), y 15% en el terciario
{comercio y servicios) (48).

Solamente 17% de la poblacién son derecho-habientes de alguna institucion de
seguridad social, y 85% viven en fa zona urbana. La infraestructura para atender al resto
de la poblacidn esta constituida por dos hospitales de segundo nivel, 43 unidades médico-
rurales IMSS-Solidaridad, 19 centros de salud, tres unidades moviles y 110 casas de
salud. De 1993 a 1995, se atendieron un promedio de 8,804 individuos al mes en |a
consulta general de los centros de salud de Huauchinango y se realizaron 120
baciloscopias mensuales con un promedio de dos muestras posilivas {49,50).

JUSTIFICACION

El tratamiento de los casos nuevos de TB pulmonar requiere de tres o cuatro
medicamentos. EI numero de farmacos depende de la prevalencia de resistencia primaria
a INH, y se ha establecido que en aquslios lugares donds es igual o mayor a 4%, el
esquema terapéutico debe incluir INH, RIF, PZ y stambutol (ETM) o STP (51). Diversos
estudios han demostrado prevalencia elevada de enfermedad por MTB resistente, sin
embargo se han realizado de manera retrospectiva o bien en poblaciones seleccionadas,
por lo que es importante realizar un estudio con base peblacional.

Debide a las caracteristicas infectantes de la TB, es de gran interés analizar el
PLFR con IS6110 de los aislados clinicos de enfermos provenientes de las zonas rurates y
urbanas de la zona para conocer la diversidad genética.

HIPOTESIS
La prevalencia de resistencia primaria a INH en Huauchinango sera mayor a 4%.
2 Los aislados de MTB de Huauchinango seran genéticamente similares en 50% o

mas de los casos.

OBJETIVOS
1. Conocer la prevalencia de enfermedad pulmonar por MTB resistenle en




Del total de individuos econémicamente activos, 58% se encuentran desempleados, 15%
trabajan en el secter primario (agricultura, ganaderia, silvicuitura, caza y pesca), 11% enel
secundario (mineria, petrdleo, gas, energia eléctrica y construccion), y 15% en el terciario
{comercio y servicios) (48).

Solamente 17% de la poblacién son derecho-habientes de alguna institucién de
seguridad social, y 85% viven en la zona urbana, La infraestruciura para atender al resto
de la poblacién est4 constituida por dos hospitales de segundo nivel, 43 unidades médico-
rurgles IMSS-Solidaridad, 19 centros de salud, tres unidades moviles y 110 casas de
salud. De 1993 a 1995, se atendieron un promedio de 8,804 individuos al mes en la
consulta general de los centros de salud de Huauchinango y se realizaron 120

baciloscopias mensuales con un promedio de dos muestras positivas (49,50).

JUSTIFICACION

El tratamiento de los casos nuevos de TB pulmonar requiere de fres o cuatro
medicamentos. El nimero de fdmacos depende de ia prevalencia de resistencia primaria
a INH, y se ha establecido que en aquellos lugares donde es iguat 0 mayor a 4%, el
esquema terapéutico debe incluir INH, RIF, PZ y etambutol (ETM) o STP {51). Diversos
estudios han demostrado prevalencia elevada de enfermedad por MTB resistente, sin
embargo se han realizado de manera retrospectiva o bien en poblaciones seleccionadas,
por lo que es importante realizar un estudio con base poblacional,

Debido a las caracteristicas infectantes de la TB, es de gran interés analizar el
PLFR con IS6110 de los aistados clinicos de enfermos provenientes de las zonas rurales y

urbanas de la zona para conocer la diversidad genética.

HIPOTESIS
La prevalencia de resistencia primaria a INH en Huauchinango sera mayor a 4%.
2 Los aislados de MTB de Huauchinango seran genéticamente similares en 50% o

mas de los casos,

OBJETIVOS
1. Conocer la prevalencia de enfermedad pulmonar por MTB resistente en
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Del total de individuos econdmicamente activos, 59% se encuentran desempleados, 15%
trabajan en el sector primario (agricultura, ganaderia, silvicultura, caza y pesca), 11% enel
secundario (mineria, petréleo, gas, energia eléctrica y construccion), y 15% en el terciario
{comercio y servicios) (48),

Solamente 17% de la poblacién son derecho-habientes de alguna institucion de
seguridad social, y 85% viven en la zona urbana. La infraestructura para atender al resto
de la poblacion estd constituida por dos hospitales de segundo nivel, 43 unidades médico-
ruraies IMSS-Solidaridad, 19 centros de salud, tres unidades mdviles y 110 casas de
salud. De 1993 a 1995, se atendieron un promedio de 8,804 individuos al mes en la
consulta general de los centros de salud de Huauchinango y se realizaron 120
baciloscopias mensuales con un promedio de dos muestras positivas (49,50),

JUSTIFICACION

Ei tratamiento de ios casos nuevos de TB pulmonar requiere de ires o cuatro
medicamentos. El nimero de farmacos depende de ia prevalencia de resistencia primaria
a INH, y se ha establecido que en aguellos lugares donde as igual o mayor a 4%, e
esquema terapéutico debe incluir INH, RIF, PZ y etambutol (ETM) o STP {51). Diversos
estudios han demostrado prevalencia elevada de enfermedad por MTB resistente, sin
embargo se han realizado de manera retrospectiva o bien en poblaciones seleccionadas,
por lo que es importante realizar un estudio con base poblacional.

Debido a las caracteristicas infectantes de la TB, es de gran interés analizar e
PLFR con 186110 de Ios aislados clinicos de enfermas provenientes de las zonas rurales y
urbanas de ia zona para conocer la diversidad genética.

HIPOTESIS
1. La prevalencia de resistencia primaria a INH en Huauchinango sera mayor a 4%.
2 Los aislados de MTB de Huauchinango serdn genéticamente similares en 50% o

més de los casos.

OBJETIVOS
1, Conocer la prevalencia de enfermedad pulmonar por MTB resistente en




Huauchinango.
2. Determinar la diversidad genética de los aislados clinicos de MTB de
Huauchinango, mediante el andlisis de los PLFR con IS6110.

MATERIAL Y METODO

Diseflo. Estudio descriptivo, observacional, transversal, y prolectivo para
determinar fa prevalencia de enfermedad por MTB resistente y la diversidad genética de
los aislados clinicos.

Periodo de estudio. Junio de 1995 a mayo de 1998

Poblacién de estudio. Habitantes de Ia Jurisdiccion de Huauchinango, Puebla.

Criterios de inclusion. Todos los enfermes con T8 pulmonar y aislamiento de

MTB, que aceptaron entrar al estudio {en el caso de los menores de 18 afos se obtuvo

consantimiento det tutor).

Criterios de exclusién. Diagnostico de TB pulmonar sin aislamiento de la
micobacteria. -
Definiciones operacionales.

1. Enfermo con TB: individuo con tos y expecloracion con ¢ sin otros sintornas sugestivos
de TB y cultivo positivo para MTB o baciloscapia positiva,

2. Sintomas sugestivos de TB pulmonar: fiebre, pérdida de peso, ataque al estado general
o diaforesis.

3. ZN positivo: presencia de bacilos acido-alcohol resistantes (BAAR) en la baciloscopia
(52).

4. Cultivo positivo para MTB: Presencia de BAAR formador de colonias rugosas no
pigmentadas en medio de Lowenstein-Jensen (LJ). productor de niacina y
pirazinamidasa, reductor de nitratos y no productor de catalasa ni de arilsulfatasa, e
inhibido por NAP (p—nilm—p—aoetiIamino-B-hidroxi—propiofenona) (52).

5. MTB pansensible: MTB sensible a los medicamentos de primera linea estudiados (STP,
INH, RIF, PZ y ETM) (53).

6. MTB MR: MTB resistente a por o menos, INH y RIF (54).

7. Resistencia primaria: enfermo infectado por MTB resistente, sin antecedente de
tratamiento con medicamentos contra la TB ¢ con historia de tratamiento durante 30
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Huauchinango.
2 Determinar la diversidad genética de los aislados clinicos de MTB de
Huauchinango, mediante el analisis de los PLFR con IS61 10.

MATERIAL Y METODO

Disefio. Estudio descriptivo, observacional, transversal, y prolectivo para
determinar la prevalencia de enfermedad por MTB resistente y la diversidad genética de
los aislados clinicos.

Periodo de estudio. Junio de 1995 a mayo de 1998.

Poblacién de estudio. Habitantes de la Jurisdiccion de Huauchinango, Puebia.

Criterios de inclusién. Todos los enfermos con TB pulmonar y aislamiento de

MTB, que aceptaron entrar al estudio (en el caso de los menores de 18 afios se obtuvo

consantimiento def tutor),

Criterios de exclusién. Diagnostico de TB pulmaonar sin aislamiento de la
micobacteria. -
Definiciones operacionales.

1. Enfermo con TB: individuo con tos y expectoracién con o sin ofros sintomas sugestivos
de TB y cultive positivo para MTR o baciloscopia positiva.

2. Sintomas sugestivos de TB pulmonar: fisbre, pérdida de peso, ataque al estado general
o diaforesis.

3. ZN positivo; presericia de bacilos 4cido-alcohol resistentes (BAAR) en la baciloscopia
(52).

4. Cultivo positivo para MTB: Presencia de BAAR formador de colonias rugosas no
pigmentadas en medio de Lowenstein-Jensen (LJ), productor de niacina y
pirazinamidasa, reductor de nitratos y no productor de catalasa ni de arilsulfatasa, e
inhibido por NAP (p—nitro-p-acetiiamino-rl-hidroxi—propiofenona) (52).

5. MTB pansensible: MTB sensible a los medicamentos de primera linea estudiados (STP,
INH, RIF, PZ y ETM) (53).

6. MTB MR: MTB resistente a por lo menos, INH y RIF (54),

7. Resistencia primaria: enfermo infectado por MTB resistenle, sin antecedente de
tratamiento con medicamentos contra la TB o con historia de tratamiento durante 30
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dias o menos (54).

8. Resistencia secundaria; enfermo infactado por MTB resistente, con antecedente de

tralamiento con medicamentos contra la T8 por lo menos durante un mes (54).

9. Indice de riesgo de MR: proporcién de enfermos con T8 que se encuentran en

riesgo de desarrollar TB MR (24).

10.Antecedente de vacuna BCG: presencia de cicatriz secundaria a la aplicacién de la
vacuna. )
11.Contaminacién por MTB intralaboratorio: MTB de individuos con baciloscopia negativa
y PLFR similar a un aislado de una muestra con ZN positivo cultivados el mismo dial
(55).
12.Conglomerado: Dos o0 mas aislados de MTB con patrones idénticos tanto en peso
molecutar como en nimero de bandas en el PLFR (41)
Metodologia.
El personal de salud de las diferentes unidades de salud fue capacitado
semestralmente para todas las actividades.
Identificacion de fosedores con expectoracién: A todos los individuos que acudieron al
centro de salud, independientemente del motivo de Ia consulta se les interrogé sobre
la presencia de tos con expectoracion y otros sintomas sugestivos de TB pulmonar.
Muestras de expectoracion:

+ Se solicitaron tres muestras de expectoracion: la primera al ser identificado el
tosedor, la segunda a la maiana siguiente, la cual fue tomada por el enfermo; y la
tercera al momento de entregar la segunda muestra.

» Las muestras de expectoracion se conservaron a 4°C {hielera) y se enviaron an las
siguientes 24— 72 horas al laboratorio clinico del Hospital General de Huauchinango.

Cuestignario: A todos los individuos que resultaron enfermos con TB se les practicé un
cuestionario sobre datos demograficos, epidemiolégicos, BCG, TB previa, ofras
enfermedades y el cuadro clinico actual (Anexo 1).

Notificacién: Los resultados fueron notificados a las oficinas de Ia Jurisdiccion, tan pronto
coma se obtuvieron. Los enfermos recibieron tratamiento con medicamentos contra la TB
en forma supervisada en los centros de salud respectivos, segun los lineamientos de la

Norma Oficial para fa Prevencion y Conlrol de la TB de la Secretaria de Satud (47).




Estudio microbiolégico.

El' personal capacitado del laboratorio clinico del Hospital General de
Huauchinango realizo frotis directo de la muestra para ZN y su lectura inmediata. Ademas,
realizd digestién con N-acetil cisteina, descontaminacion con hidréxido de sodio,
neutralizacion con buffer de fosfatos de la muestra y prepard un frotis que fue enviado
junto con la muestra procesada al Instituto Nacional de la Nutricion “Salvador Zubiran®
(INNSZ) (52).

En el laboratorio de micobacteriologia del INNSZ se realizé baciloscopia con
auramina-rodamina (AR) y en caso de ser pasitivo corroboracién con ZN. La muestra se
tnoculd en medio de LJ que fue incubado en atmosfera de CO, 7.5% a 37°C ¥ en medio
BACTEC 128 (BACTEC TB 460, Beclon Dickinson, Cockesville, Maryland EEUL)
previamente estabilizado con CO, y se incubd a 37°C (53). €l resto de la muestra se
almacendé a pH neutro a 4°C durante 15 dias para ser usado en caso de contaminacién. El
medio de LJ se revisé semanalmente durante ocho semanas. |El BACTEC 128 se reviso
cada 48 horas durante dos semanas ¥ posteriorments, en forma semanal por 4 semanas;
los medios con un indice de crecimiento (IC) mayor a 10 fueron leidos diariamente hasta
alcanzar 80 a 100, para realizar un frotis con ZN y verificar el crecimiento de BAAR.

Los cultivos positivos se identificaron como MTB de acuerdo a los procedimientos
bioquimicos convencionales y por NAP (52). El estudio de susceptibilidad antimicrobiana
se realizé mediante el método radiométrico BACTEC TB: se inoculé 0.1mi. del medio con
IC de 500-800 a los frascos con antibidtico y un indeulo 100 veces mayor en el frasco
control (53). Los antibidticos y concentraciones que se utilizaron fueron: STP, 6.0mcg/mi;
INH, 0.1meg/ml; RIF, 2.0meg/mt; ETM, 7.5meg/mi y PZ,100meg/m.

Estudio de epidemiologia molecular.

El andfisis del PLFR se realizé a todos los aislados clinicos segun la técnica
convencional (36,56). EI ADN cromosomal de MTB se aisld por el método de lisis con
bromuro de cetil-trimetil-amonio y se cuantificd por espectrofotometria. Se digirid con la
endonucleasa de restriccion Puull {Boerhinger Manheim, México, DF, México) de acuerdo
con la recomendacion de! fabricante, y se analizé por electroforesis (60V, amoertiguador
Tris-boratos 1X, por 16 horas) en gel de agarosa al 0.8%. En todos los ensayos se incluyd




un marcador de peso molecular (lambda-Hindil! y PhiX174-Haelll) y el aislado de

referencia MTB H37Rv.

El gel se tif6 con bromuro de etidio para Ia folografia y se expuso 5 en luz
ultravioleta, Se tratd en agitacién con HCI 0.25N durante 15", y posteriormente con NaQH
0.4M durante 20" en dos ocasiones. E! ADN del gel se transfirié a una membrana de nyion
(Amersham Life Science, Ohio, EEUU) en el equipe “vaccum blotter” (Bio-Rad Hércules,
California, EEUU) con NaOH 0.4M durante 45",

La membrana se lavd en SSC 5x durante 5”. Se realizd hibridacion tipo Southem-
blot con la sonda corespondiente a la secuencia de insercién 1S6110 marcada con
peroxidasa (Equipo ECL, Amersham Life Science, Little Chalfont Buckinghamshire, Gran
Bretafia) a 42°c durante toda la noche. Se reveld con el equipo ECL y se expuso con una
pelicula Hyperfilm (Amersham Life Science) al minuto y alos 5" Las sefales observadas
fueron almacenadas en una computadora.

Tamafio de la muestra, Se necesitaron 92 enfermos sin antecedente de
tratamiento previo contra la TB para una tolerancia de 4% e intervalo de confianza al 95%,
tomando en cuenta la hipStesis de una prevalencia de 4% de MTB con resistencia primaria
alNH (57).

Anilisis estadistico.

1. Las tasas de morbilidad fueron calculadas de acuerdo al censo estimado del CONAPO.
La tasa de 1995, se obtuva multiplicando el promedio de casos diagnosticados en forma
mensual por 12.

2. La prevalencia de enfermos con MTB resistente se calculd utilizando como
denominador los casos de TB confirmados microbiologicamente, la prevalencia de
resistencia primaria con los casos de TB sin antecedentes de tratamiento, y la
secundaria con fos casos con TB y antecedente de tratamiento.

3. El patrén de bandas de cada uno de los aislados de MTB se analizé en el programa de
computo de blsqueda y conglomerado de la Universidad de Stanford, San Francisco,
Catifornia (Millipore, Bioimage, Califomia, EEUU),

4. Los factores asociados a los resuitados de baciloscopia, cultivo y polimorfismo se
analizaron por medio de Ia prueba de f-student para |as variables continuas, y la prueba

de chi cuadrada y exacta de Fisher para las variables nominates. Ademnas, se utilizaron
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medidas de tendencia central.
5. El indice de riesgo de MR se calculé sumando la prevalencia de resistencia a INH ¥
RIF de aquellos aisiados que no fueran MR (24).

Aspectos éticos. El estudio siguid fos lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
para la Prevencién y Control de la TB en la Atencién primaria a la Salud (47). Las
autoridades en materia de salud del nivel estatal y jurisdiccional conocieron y aceptaron (a
gjecucion del estudio. Ademds, el estudio fue aceptado por el Comité de Investigacidn
Biomédica en Humanos del INNSZ, y a todos los participantes se les solicitd
consentimiento por escrito (Anexo 2).

Financiamiento. EI proyecto fue financiado parcialmente con fondos del proyecto
de CONACYT 4987-M9406.

RESULTADOS

Datos generales:

Durante el periodo de estudio se obtuvieron 2697 muestras de 1378 individuos, 11
muestras de 11 individuos fueron excluidas por estar secas, siete de ellos con muestras
previas. La’ baciloscopia se realizd a 2686 muestras de 1374 individuos (moda: 1,
promedio:2) y se cultivaron 2586 muestras de 1326 individuos (moda: 1, promedio:2). El
cultivo no se realizd en 100 muestras de 48 individuos debido a que la muestra estaba
contarminada a pesar de digestidn y descontaminacion en dos ocasiones.

Las muestras provinieron de individuos de todos los municipios, principalmente de
Huauchinango (26%), Jopala (10%), Chiconcuautla (7%) y Xicotepec (7%). Se estudiaron
793 mujeres (58%) y 581 hombres (42%), con edad promedio de 43 afios {intervalo:2-95,
DS 20.5), 46% entre los 25 y 64 arios de edad {tabla 3). La tasa de individuos estudiados
oscild entre 51 y 78 por 100,000 habitantes durante los seis semestres de! estudio, siendo
mayor en mujeres (figura 1).

Diagnéstico de TB

Se diagnosticaron 269 enfermos con TB (20%)}, seis infecciones por micobacterias
no TB (0.4%), cuatro por nocardia (0.3%) y 17 casos de MTB (1%) que fueron excluidas
por considerarse contaminacién intralaboratorio segun el analisis de PLFR.

Los casos de TB se diagnosticaron en 135 mujeres (50%) y 134 hombres (50%),
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medidas de tendencia central.
5. El indice de riesgo de MR se calculé sumando !a prevalencia de resistencia a INH y
RIF de aguellos aislados que no fueran MR (24).

Aspectos éticos. El estudio siguio los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
para la Prevencion y Control de la TB en la Atencion primaria a la Salud (47). Las
autoridades en materia de salud dsl nive!l estatal y jurisdiccional conocisron y aceptaron la
sjecucion del estudio. Ademas, el estudio fue aceptado por el Comité de Investigacién
Biomédica en Humanos del INNSZ, y a todos los participantes se les solicitd
consentimiento por escrito {Anexo 2).

Financiamiento. El proyeclo fue financiado parcialmente con fondos del proyecto
de CONACYT 4987-M39406.

RESULTADOS

Datos generales:

Durante ei periodo de estudio se obtuvieron 2697 muestras de 1378 individuos, 11
muestras de 11 individuos fueron excluidas por estar secas, slete de ellos con muestras
previas, La’ baciloscopia se realizdé a 2686 muestras de 1374 individuos (moda: 1,
promedio:2) y se cultivaron 2586 muestras de 1326 individuos (moda: 1, promedio:2). El
cultivo no se realizd en 100 muestras de 48 individuos debido a que la muestra estaba
contaminada a pesar de digestién y descontaminacién en dos ocasiones.

Las muestras provinieron de individuos de todos los municipios, principaimente de
Huauchinango {26%), Jopala (10%), Chiconcuautia (7%) y Xicotepec (7%). Se estudiaron
793 mujeres (58%} y 581 hombres (42%), con edad promedio de 43 afios (intervalo:2-95,
DS 20.5), 46% entre los 25 y 64 afios de edad (tabla 3). La tasa de individuos estudiados
oscilé entre 51 y 78 por 100,000 habitantes durante los seis semestres del estudio, siendo
mayor en mujeres {figura 1).

Diagnéstico de TB

Se diagnosticaron 269 enfermos con TB {20%), seis infecciones por micobacterias
no TB (0.4%), cuatro por nocardia (0.3%) y 17 casos de MTB (1%) que fueron excluidas
por considerarse contaminacién intralaboratorio segin el analisis de PLFR.

Los casos de TB se diagnosticaron en 135 mujeres (50%) y 134 hombres (50%),
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65% entre los 25 y 64 afios (139/213 de los que se tiene registrada la edad), con una
mediana de 42 afios. La distribucion de tasas por edad y sexo demostrd una afeccion
discretamente mayor en hombres entre los 15 y 24 afios, y entre los 45 y 64 afos de edad;
y mayor afeccién en mujeres de 65 afios y mas (figura 2). La proporcion de casos de TB
entre ios estudiados fue mayor en los hombres durante los seis semestres de! estudio
(figura 3). La tasa de morbilidad global fue mayor durante el segundo semestre, con
mayor afeccién en hombres durante el segundo y tercero, y mayor afeccion en mujeres
durante los Ultimos dos semestres. La tasa de morbilidad en 1995, fue de 19.4; en 1596,
de 27.9; y en 1997, de 14.8 por 100,000 habitantes, mucho mayor a lo reportado en afios
previos, aun comparando s6lo los casos con baciloscopia positiva {figura 4). Los
municipios mas afectados fueron: Jopala, Naupan, Tlaola, y Huauchinange, con mas de
100 casos por 100,000 habitantes (figura ).

Del total de individuos estudiados, 27 (2%) tuvo baciloscopia positiva y cultivo
negativo, 111 (8%) cultivo positivo y baciloscopia negativa y 131 (10%) tuvo ambos
resultados positivos, aislandose en total 242 MTB (18%). La sensibilidad de la baciloscopia
fue de 59% y del cultivo 80% considerando como estandar de oro, la documentacion
microbioldgica por cualquiera de los dos métodos (tabla 4),

En la mitad de los individuos estudiados se analizé una sola muestra; la proporcion
de enfermos con ZN y cultivo positivo fue mayor en los individuos estudiados con tres o
mas muestras, lo cual fue estadisticamente significativo (p<0.001) (tabla 5). Sin embargo,
la proporcién de baciloscopias positivas entre los enfermos con cultiva positivo fue similar
con uno, dos, tres 0 mas baciloscopias. En los enfermos con cultive positivo y tres
muestras de expectoracion analizadas, s6lo 59% tuvieron bacitoscopia positiva: y con
cuatro muestras solo 68% (tabla 6). El numero promedio baciloscopias realizadas en los
enfermos con cultivo y baciloscopia positivos fue de 2.4 (intervalo: 1 a 9, DS +/-1 A4), yen
los enfermos con cultivo positivo y baciloscopia negativa da 2.1 (intervalo 1 a 7, DS +-
1.2), siendo la diferencia significativa {(p=0.04).

El cultivo en LJ fue positivo en 76% de los casos de TB a los 20 dias en promedio
(intervalo 6-42, DS 6.9), el BACTEC 128 en 90% a los 12 dias (intervaio 2-34, DS 8.9)y
ambos métodos en 68% de los casos. Ochenta porciento de los enfermos con ZN positivo

tuvieron cultivos positivos en ambos métodos, 2% solo en LJ ¥ 14% s6lc en BACTEC 12B:
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en cambio, unicamente 53% de los casos con baciloscopia negativa tuvieron cultivo
positiva en ambos métodos, 14% en LJ y 25% en BACTEC 12B, diferencias que no fueron
estadisticamente significativas,

Estudios de susceptibilidad antimicrobiana

El estudio de susceptibilidad antimicrobiana se realizé en 230 (95%) aislados de
MTB, ya que en el resto no fue posible recuperar el organismo. De los 230, 189 (82.2%)
fueron pansensibles, 20 (8.7%} fueron resistentes a un medicamento, 15 (6.5%) a dos, 5
{(2.2%) a tres y 1 (0.4%) a los cinco {tabla 7). La resistencia a INH fue de 15.2% yila MR
de 4.8% {tabla 8). ’

La informacién clinica se obtuvo en 185 (72%) de los 230 enfermos; 76 mujeres
(46%) y 89 hombres (54%), con edad promedio de 42 afios (intervalo 7-92, DS 19.2). La
mayoria de los hombres eran campesinos (33%) y las mujeres se dedicaban a las labores
del hogar (27%); 35% eran analfabetas, 30% tuvieron cicalriz de BCG y 29% refirieron el
antecedente de contacto con un tosedor cronico. La mayoria de los enfermos presentaron
tos (85%) y s6lo 19% tuvieron hemoptisis. En 48 enfermos (29%) se recabo el antecedente
de tratamiento con medicamentos contra la TB y en seis (4%) casos se documentd
diabetes mellitus.

De los 117 individuos sin tratamiento previo, 85.4% tuvieron aislados pansensibles,
6.8% fueron resistentes a un medicamento, 6.9% a dos y 0.8% a tres {tabla 7). E} 12%
mostrd resistencia primaria a INH, 4.3% a RIF, y 2.5% fueron MR; Ia prevalencia en los
casos con ZN positivo fue de 6.8%, 2.7 y 0%, respectivamente (tabla 9). Los casos con
resistencia primaria se observaron con mayor frecuencia en individuos mayores de 45
afos, destacando los cinco casos que fueron resistentes a INH y STP, cuatro de eilos en
mayores de 24 afios (tabla 10).

De los 48 individuos con tratamiento previo, 64.6% tuvieron aisiados pansensibles,
16.7% fueron resistentes a un medicamento, 10.4% a dos y 8.3% a tres (tabla 7). El 29.2%
tuvieron resistencia secundaria a INH, 18.7% a RIF y 14.6% fueron MR (tabla 11). E!
Indice de riesgo de MR primaria fue de 11%.

Andlisis de PLFR

El control de calidad de la técnica de PLFR se realizd con 20 aislados de MTB que
fueron procesados en dos ocasiones en forma ciega, obteniéndose una reproducibilidad

13




del 100%.

El analisis de los PLFR se realizd en 200 (83%) de los 242 aistados de MTB, ya que
no fue posible recuperar la micobacleria. Ciento once (56%) se distribuyeron en 25
conglomerados de una a 12 bandas (moda de 10 y 11 bandas), los cuales constaban de 2
a 19 aislados clinicos (promedio 4.4 aislados por conglomerado, moda 3). los 89 restantes
(44%) fueron aislados Unicos. Al considerar sélo los conglomerados de mas de tres
bandas, 81 aislados {41%) se distribuyeron en 20 conglomerados; y al considerar mas de
cuatro bandas, 60 (30%} se distribuyeron en 18 conglomerados.

La distribucion por sexo y edad, asi como la proporcién de ZN positivos fue similar
tanto en el grupo de enfermos que formd conglomerados como el que tuvo aislados tnicos.
La frecuencia de enfermos con TB resistente fue mayor entre los que formarcn
conglomerados con cualquier nimero de bandas (22% vs. 12%, p=0.1), con mas de tres
(29% vs. 10%, p=0.002), y mas de cuatro bandas (25% vs. 14%, p=0.097) {tabla 12).

Cada conglomerado estuvo formado por pacientes de diversos municipios, y en
ninguno se eno_ontré relacion temporal entre los aislados. Asimismo, no se identificaron

aislados resistentes que tuvieran polimorfismos similares,

DISCUSION

Durante los tres afios del estudio uno de cada cinco individuos estudiados tuvo TB
pulmonar, con tasas de morbilidad de 19.4 por 100,000 habitantes en 1985, 27 9en 1996 y
14.8 en 1997, cifras por ariba de |a tasa estatal de Puebla, de 9.4, 12.4 y 9.8 y de la tasa
nacional de 187, 18.2 y 159, respeclivamente (5,58,59). Esto revela la magnitud del
problema que representa la TB en la region, segin este estudio basado en 1a pobtacion
que acude a las unidades de saiud de la Secretaria de Salud, y eventualmente en ofras
éreas similares a Huauchinango.

La tasa de morbilidad observada se debe seguramente a dos factores: al $esgo
de busqueda por el proyecto de investigacion y al método de diagndstico utilizado. La
tasa de morbilidad por TB pulmonar fue mayor durante los primeros dos semestres del
estudio, paralelamente a una tasa mayor de individuos estudiados.

En cuanto al método de diagndstico, la baciloscopia detecté sélo 59% de los
enfermos en comparacion con el cultivo que identificé 90%. La baja sensibilidad de la
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del 100%.

El andlisis de los PLFR se realizd en 200 (83%) de los 242 aisiados de MTB, ya que
no fue posible recuperar la micobacteria. Ciento once (56%) se distribuyeron en 25
conglomerados de una a 12 bandas (moda de 10 y 11 bandas), los cuales constaban de 2
a 19 aislados clinicos (promedio 4.4 aislados por conglomerado, moda 3); los 89 restantes
(44%) fueron aislados unicos. Al considerar solo los conglomerados de mas de tres
bandas, 81 aislados (41%) se distribuyeron en 20 conglomerados; y al considerar mas de
cuatro bandas, 60 (30%) se distribuyaron en 18 conglomerados.

La distribucion por sexo y edad, asi como la proporcion de ZN positivos fue similar
tanto en el grupo de enfermos que formé conglomerados como el que tuvo aisiados Unicos.
La frecuencia de enfermos con TB resistente fue mayor entre los que formaron
conglomerados con cualquier nimero de bandas (22% vs. 12%, p=0.1), con mas de tres
(29% vs. 10%, p=0.002), y mas de cuatro bandas (25% vs. 14%, p=0.097) (tabla 12).

Cada conglomerado estuvo formado por pacientes de diversos municipios, y en
ninguno se eno_ontré relacion temporal entre los aislados. Asimismo, no se identificaron

aislados resistentes que tuvieran polimorfismos similares.

DISCUSION

Durante los tres afios del estudio uno de cada cinco individuos estudiados tuvo T8
pulmenar, con tasas de morbilidad de 19.4 por 100,000 habitantes en 1995, 27 9 en 1996 y
14.8 en 1997, cifras por arriba de la tasa estatal de Puebla, de 9.4, 12.4 y 9.8, y de la tasa
nacional de 18.7, 18.2 y 15.9, respectivamente (5,58,59). Esto revela la magnitud del
problema que representa la TB en la region, segun este estudio basado en la poblacién
que acude a las unidades de salud de la Secretaria de Saiud, y eventualmente en otras
éreas similares a Huauchinango.

La tasa de morbilidad observada se debe seguramente a dos factores: al sesgo
de busqueda por el proyecto de investigacion y al método de diagnéstico utilizado. La
tasa de morbifidad por TB pulmonar fue mayor durante los primeros dos semestres del
estudio, paralelamente a una tasa mayor de individuos estudiados.

En cuanto al método de diagnéstico, la baciloscopia detectd sélo 59% de los
enfermos en comparacion con el cultive que identificd 80%. La baja sensibilidad de 1a
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baciloscopta se debe a que s6lo se analizo una muestra de expectoracion en un gran
numero de enfermos, y uno de los factores mas importantes para que la baciloscopia
sea mas sensible es el numero y calidad de las muestras analizadas {60-62). De
hacho, la proporcidn de baciloscopias y cultivos positivos entre los individuos
estudiados fue mayor cuando se analizaron tres o mas muestras (p<0.001); y el
promedio de baciloscopias en los casos con cultivo positivo fue mayor en aguelios
individuos que tuvieron baciloscopia positiva (p=0.04). Sin embargo, solo 61% de los
casos con cultivo positivo y tres o mas baciloscopias estudiadas tuvieron baciloscopia
positiva, por lo que es evidente que este método no es eficaz aunque se estudien tres
0 mas muestras de expectoracian.

La frecuencia de MTB resistente fue elevada, 18% de los enfermos estuvo infectado
por un ajslado resistente. Uno de los hallazgos mds sobresalientes, es el heche de que
mas de la mitad de los casos nuevos de TB pulmonar resistente tuvo baciloscopia
negativa, es decir, no hubieran sido diagnosticados por el método estandar. Cabe
mencionar, que varios estudios sobre farmacorresistencia, incluyendo el protocoio de la
OMS, se llevan a cabo en pacientes con baciloscopia positiva (54). Al comparar nuestros
resultados con lo observado en el estudio de la OMS, la frecuencia de resistencia primaria
a INH en individuos con baciloscopia positiva (6.8%) se encontraria por debajo de la
mediana internacional, cuando la realidad demuestra que es mayor (fig 6) (24). Asimismo,
todos los casos con MR primaria de Huauchinango tuvieron baciloscopia negativa (fig 7).
Aunque [a frecuencia de resistencia primaria es similar al estudio recientemente realizado
por la Secretaria de Salud en Oaxaca, Sinaloa y Baja California, cabe mencionar que solo
fueron incluidos pacientes con baciloscopia positiva, por lo que de encontrarse el mismo
sesgo de diagndstico, la cifra de resistencia podria ser mayor en éste y todos los que
utilizan dicha metodologia (24,63).

A pesar de las diferencias en la poblacion de estudio, parece ser que la frecuencia
de resistencia primaria a INH se ha incrementadc en el pais, de 1.8% en la primera mitad
de la dacada de los B0's, 7.2% a principios de ios 90's, hasta 12% en los ultimos afos
(15,63,64). De acuerdo con lo anterior, mas del 10% de los casos nuevos con TB en
Huauchinango estan racibiendo tratamiento inadecuado, ya que son resistentes a INH.

Segun el criterio de la Sociedad Americana de Térax y el Centro de Control de
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Enfermedades de Atlanta, EEUU, en lugares con resistencia primaria a iNH igual o mayor
a 4%, se recomienda utilizar esquemas de cuatro medicamentos con INH, RIF, PZ y ETM
o STP en todos los casos nuevos de TB pulmonar (51).

Aungue la frecuencia de MR primaria en Huauchinango fue de 2.5%, 11% de los
enfermos de Huauchinango estdn en riesgo de desarroilar MR en los proximos arios,
segin &l indice de riesgo de MR primaria (24). Esta forma de resistencia es producto de
una serie de eventos que inicia con el use inadecuado de cuando menas INH y RIF, lo cual
genera resistencia secundaria. Estos pacientes transmiten la infeccion a fa comunidad,
ocasionando infeccion y enfermedad por aislados resistentes en los individuos
contagiados (65). El tiempo requerido para este proceso se desconoce, sin embargo,
estudios observacionales sugieren que puede suceder después de tres a cinco afios (66).

Es importante resaltar que el antecedente de haber recibido o no tratamiento para
la TB se obtuvo mediante interrogatorio directo y, en lo posible se corroboré con el
expediente del enfermo y en el archivo de la Jurisdiccién. Desgraciadaments, no se obtuvo
la informacion clinica en todos los pacientes, muchos de ellos debido a que no fue posible
localizartos. Por otra parte, podrian existir casos en los que el paciente hubiera recibido
medicamentos contra la TB y no {o hubiera informado, ¢ bien, que haya utilizado dichos
farmacos para otras enfermedades, ya que son faciles de adquirir en las farmacias, lo que
aumentaria erréneamente la prevalencia de resistencia primaria.

Los niveles de resistencia primaria sugieren transmision reciente de los aislados
resistertes en la comunidad, por lo que )3 tendencia a fravés del tiempo representa una
manera de vigilar la eficiencia de los programas de control de TB, aunque no
necesariamente demuestren la situacidn actual. Ejemplo de elio, es el halilazgo de
resistencia primaria a STP e INH de 4% principalmente en individuos mayores de 24 afos,
seguramente por la aparicion de aislados resislentes durante los afios 70's y 80's cuando
se utilizaban esquemas de tratamiento a base de INH, STP, y ETM, tiacetazona, o 4cido
paraminosalicilico (67-69).

La prevalencia de resistencia secundaria fue mayor dadc que el antecedente de
tratamiento es el factor mas importante para fa seieccién de aislados resistentes {65). La
prevalencia de resistencia secundaria 2 INH fue de 29%, RIF de 19%, MR de 14% y STP

de B%. Estos resultados muestran frecuencias de resistencia sensiblemente menores a las
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encontradas en el INER, seguramente por el tipo de poblacion estudiada ya que esta
Institucion recibe a enfermos con TB multitratada (25).

El andlisis de los PLFR con IS6770 demostré que 50% de los aislados de
Huauchinango fermaron conglomerados, encontrando una mayor proporcion de aisfados
resistentes en este grupo, aunque no se detectd ningin MTS resistente endémico. Estos
datos sugieren que la rasistencia es un factor reciente para el incremento en et nimero de
casos de TB, desarrollandose diversos polimorfismos y patrones de resistencia, por lo que
sera de gran interés realizar un estudio para analizar la dindmica de Ia transmision {70).

En nuestra poblacién fue frecuente encontrar polimorfismos de menos de seis
bandas, lo cual segin hipitesis de algunos autores se debe a resistencia del MTB a
adquirir el elemento de insercion IS6110, o simplemente que es un palimorfismo endémico
en la poblacitn (71). Diversos estudios han demostrado que los individuos en este tipo de
conglomerados, no suelen compartir antecedentes epidemioiogicos ni patrones de
susceptibilidad similares, por lo que es importante utilizar otras secuencias como las
directas repstitivas, secuencias ricas en guanina~citosina, y el oligonucledtido GTGS, entre
otros, para establecer similitud genética (38,72-77).

Al analizar los casos de cinco o mas bandas, al menos 30% de los aislados
formaron conglomerados, es decir, los enfermos fueron infectados por organismos
similares genéticamente. Esta cifra es menor a lo reportado en otros estudios, sin
embargo, representan solamente los casos de TB deteclados por la Secretaria de Salud
entra la poblacién que acudid a los servicios de salud y se le solicitd muestra de
expecioracion (42,78).

En este estudio no se incluyé la busqueda de infeccion por el VIH, factor al cual se
le ha atribuido gran parte del incremento en el nimero de casos de TB resistente
(10,12,13). Sin embargo, un estudio realizado en los individuos con SIDA ¥y TB del INNSZ,
reveld que solamente 2.2% tenian resistencia primaria a INH, mucho menor que la cifra
encontrada en Huauchinango, Puebla (79).

Sélo en 30% de los enfermos se encontrs el antecedente de vacunacion con BCG,
seguramente porque la mayoria de los afectados tenia mas de 24 afios de edad y no fue
beneficiado con |as campafas masivas de vacunacion. Sin embargo, esto no explica el
problema actual de TB en la regién ya que la vacuna solamente parece proteger de las
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formas graves de TB (80). Cabe mencionar, que en paises como China y Tunez, donde
también se realiza vacunacién masiva con BCG se encontro poca diversidad genética en
comparacién con Etiopia donde no se utiliza, por lo que se ha sugerido que la vacunacién
tenga influencia en el genoctipo de MTB predominante en una comunidad (81).

Recientemente, varios grupos de investigadores han considerado el género como
factor importante en la evolucion de la TB. Este se define no sdlamente por las diferencias
genotipicas y fenotipicas entre los sexos, si no también por las diferencias culturaies,
sociales y econdmicas (82 83). En Huauchinango, la tasa de mujeres estudiadas por
100,000 habitantes fue significativamente mayor que la de tos hombres a lo largo del
astudio, seguraments por una mayor asistencia de las mujeres a tos servicios de salud, ya
que acuden frecusntemente debido a los programas de salud de! nifio y materma-infantil,
Este hailazgo contrasta con los reportes de otros paises en vias de desarrollo, en donde la
mujer tiene menor acceso a los sarvicios de salud (82,83). Sin embargo, al analizar la
proparcion de casos de TB enfre los individuos estudiados, el porcentaje de hombres
enfermos fue mayor, probablemente porque los hombres acuden a los centros de salud
cuando realmente se encuentran muy sintomaticos, o bien, porque se estudiaron muchas
mujeres sin que realmente tengan datos sugestivos de TB.

Otro hallazgo interesants, fue la tasa de morbilidad mayor en hombres durante la
primera mitad del estudio y posteriormente en mujeres. Las caracteristicas del estudio no
permitieron conocer los factores causantes de dicho patrén; una de las teorias podria ser
la migracidén de la poblacion masculina hacia otras jurisdicciones en los Gltimos semestres
en busca de mejores oportunidades econdmicas, ya que la poblacidon mas afectada por la
TB fue la econdmicamente activa.

En varios estudios sobre el andlisis de PLFR se ha documentado y verificado la
contaminacion intralaboratorio (84-87). Aunque se desconoce la frecuencia de
contaminacion cruzada, el riesgo se incrementa proporcionaimente al numero de muestras
procesadas y al nimerc de casos con cultive positivo. En nuestro estudio 17 casos (6.5%)
fueron considerados contaminantes y los restantes 242 se consideraron como causantes
de enfermedad. Esto representa un grave problema ya que estos enfermos son tratados
innecesariamente, por 10 que el andlisis de los PLFR es Util para el control interno de los

laboratorios de micobacteriologia, en forma conjunta con el andlisis de cada caso, lo cual
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no se incluyé como parte de nuestro protocolo (88).

impacto de los resultados.

Los resultados obtenidos demuestran varios problemas en el manejo del enfermo

con TB en Huauchinango y eventualmente en dreas similares a ésta region:

1.

El diagnéstico mediante la baciloscopia es poco eficiente, tanto por el numero de
muestras de expectoracién estudiadas, como por el método mismo. Por lo anterior,
deben buscarse estrategias para asegurar el nimero de muestras, mejorar los métedos
de examen microscopico, o bien difundir el uso del cultivo, métado Gue se acerca mas
al estandar de oro para ef diagnéstico de TB, cuando se combinan medios liquidos y
sdlidos (89-91).

La prevafencia de resistencia primaria fue mayor a 4%, por lo que debe considerarse
una modificacién del esquema de tratamiento de los casos nuevos de TB pulmonar,
agregando un cuarto medicamento. Esto, aunado a la disponibilidad de medicamento
en presentacion combinada de INH, RIF y PZ, y a Ia estrategia de! Tratamiento
Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) o DOT's en sus siglas en inglés,
permitiran |a disminucién de casos resistentes (51,92-94).

En la actualidad, est4 justificado hacer estudios de vigilancia epidemioidgica de la
farmacorresistencia asi como de epidemiologia molecular si resultan en
intervenciones especificas para lograr el control de la TB (95-97). Este tipo de
estudios debera realizarse en un periodo razonable en esta Jurisdiccion para
evaluar el impacto y 1a eficiencia de las estrategias que se implementen a raiz de

estos resultados.

- Los estudios de vigilancia de la farmacorresistencia en TB pulmonar basados en

los casos con baciloscopia positiva, deberan evaluarse cuidadosamente, debido a

que los enfermos con baciioscopia negativa podrian influir en los resultados.

CONCLUSIONES

. La frecuencia de resistencia de TB resistente fue elevada en Huauchinango, Puebla,

segun este estudio con base poblacional.
La proporcién de casos con resistencia primaria esta distribuida en forma heterogénea

entre los enfermos con baciloscopia positiva y negativa, por lo que es importante
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no se incluy6 como parte de nuestro protocolo {88).

impacto de los resultados.

Los resultados obtenidos demuestran varios problemas en el manejo del enfermo

con TB en Huauchinango y eventualmente en areas similares a ésta region:

1.

El diagnostico mediante la baciloscopia es poco eficiente, tanto por el numero de
muestras de expectoracién estudiadas, como por el método mismo. Por Io anterior,
deben buscarse estrategias para asegurar el nimero de muestras, mejorar los métodos
de examen microscopico, o bien difundir ef uso del cultivo, método que se acerca mas
al estandar de oro para el diagnéstico de TB, cuando se combinan medios liquidos y'
sdlidos (89-91).

La prevalencia de resistencia primaria fue mayor a 4%, por lo que debe considerarse
una modificacion del esquema de tratamiento de fos casos nuevos de TB pulmonar,
agregando un cuarto medicamento. Esto, aunado a la disponibilidad de medicamento
en presentacion combinada de INH, RIF y PZ, y a la estrategia del Tratamiento
Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) o DOT's en sus siglas en inglés,
permitirdn la disminucidn de casos resistentes {51,92-94).

En la actualidad, est4 justificado hacer estudios de vigilancia epidemioidgica de la
farmacorresistencia asi como de epidemiologia molecular si resultan en
intervenciones especificas para lograr el control de la TB {95-97). Este tipo de
estudios deberd realizarse en un periodo razonable en esta Jurisdiccion para
evaluar el impacto y la eficiencia de las estrategias que se implementen a raiz de

estos resultados,

. Los estudios de vigilancia de la farmacorresistencia en TB pulmenar basados en

los casos con baciloscopia positiva, deberan evaluarse cuidadosamente, debido a

que los enfermos con baciioscopia negativa podrian influir en los resultados.

CONCLUSIONES
La frecuencia de resistencia de TB resistente fue elevada en Huauchinango, Puebla,
segun este estudio con base poblacional,
La proporcion de casos con resistencia primaria esta distribuida en forma heterogénea

entre los enfermos con baciloscopia positiva y negativa, por lo que es imporiante
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realizar estudios que se basen en el cultivo como método de diagnostico.

. La prevalencia de resistencia primaria a INH s elevada, por o que debera evaluarse e
uso de cuatro medicamentos (INH, RIF, PZ, ETM 6 STP) en el tratamiento de los casos
nuevos de TB puimonar,

. Treinta por cientv de los aislados de MTB fueron similares genéticamente. La
frecuencia de aislados resistentes en conglomerados sugiere que parte de! problema
aclual de la TB se debe a transmision reciente influida en parte por bs casos
resistentes, aunque no se encontrd ningun polimorfismo endémico.

- Es imperativo reforzar el programa de prevencion y control de la TB, mejorando la
eficiencia de los métodos diagndsticos y administrar el tratamiento en forma
estritamente supervisada, Esto permitira que los enfermos sean detectados
oportunamente y reciban ef tratamiento completo, lo que permitira la curacion, y a

medianc plazo |a disminucion de ios casos resistentes.
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Anexo |
PREVALENCIA DE TUBERCULOQSIS RESISTENTE
EN HUAUCHINANGO, PUEBLA
CUESTIONARIO
1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS.
Nombre Edad
Sexo Fem Masc,
Escolaridad . Lugar de origen

Lugar de residencia

Ocupacidn
I. ANTECEDENTES
Presencia de cicatriz de BCG si ne_____ fecha de aplicacion______
Convivencia con tosedores cronicos  si_ no_____ tiempo de contacto
Diagnéstico de! tosedor cranico
HISTORIA DE tuberculosis  si___ ng Fecha de presentacion
Cuadro clinico
Tratamianto médico tiempo de administracion
Tratamiento quirirgico Si_____ no tipo de cirugia

Otras Enfermedades asociadas
Ii. PADECIMIENTO ACTUAL
Fecha de diagnéstico Fecha de inicio de aislamiento

respiratorig,

Sintomas:

Fiebre si____ no_ Tos si__ no_____ Hemoptisis st no____
Pérdida ponderal (kg) si___ ro cuanio____ Ataque al eslado general si

no
OTROS

Diagndéstico

Clinico si no, PPD si___ no
Rx si no BAAR si____ no_

Cultivo si no

Tratamiento
IX. ESTUDIO DE CONTACTOS
Nombre BCG Fecha de aplicacién PPD  Rx térax Baciloscopia
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Anaxo 2,

CARTA DE CONSENTIMIENTO
Huauchinango, Puebla a de de 1995
A quien comresponda:
Presente
Yo ' estoy informada (o) sobre el estudio titulado

"Prevalencia de la infeccidn por Mycobacterium tuberculosis resistente en la Jurisdiccion
de Huauchinango, Puebla y caracterizacién molecular de los aislados clinicos.

Estoy enterada(o), de que se trata de un estudio de caracter epidemioldgico para
conocer la prevalencia de tuberculosis resistente en nuestra poblacidn. Me han informado
que no existe riesgo en mi persona. En cambio, se tendran beneficios como e! ajuste del
tratamiento en caso de que se tratara de una infeccion por Mycobactenium tuberculosis
resistente. Por otra parie si rehuso participar en el estudio, no afectara en absoluto sobre
la calidad de atencién médica que vengo recibiendo.

Se me comunicardn sobre los datos del estudio al igual que a las autoridades

sanitarias de la regidn,

Atentamente
Participante en el estudio Testigo
Testigo Responsable det estudio

3




A

{r¥Z €1 5D OPEIYIPOW) 06-09:L681 OHM OUBIIRAINS FOURISISEN BILD SISOIRRIBGNIHILE UO pafoud [BGOID QILYAVOHM 3U L.
(02 &) op opeapow) gg-1Z L s:(LIddns) pZ: 2661 S1Q 924Ul LD TJB 18 TG LYo,

(bps - 0)OEL (osr-0lzzt (bvL -0 vy {80i-0 )50 | epussisaunniy
(o6Z - 0) 19 (£eL-0lg1 {66 - 0 Jo'L {zv -0 }io icInquwe;3
(825 - 0)v L Svi-0vz (oL -0 gt (oe -0 )zo euDIduwe)y
{9z8 - 0)OGL (F6L-0)6Y {08z - €0)59 (5ez-10l5¢ BUDIWO}daST
(169-€6) 162 (£€S-p)o0L (L1 -51)e2 (69L-0)1v BploEIUOS|
«SIO opalioid « Sisiieue-ejapy »SWO opsioly . SIsijeue-elo|y
(obues) ruepunses (oBues) epewiud enusysisal
BIOUL)SISar op afeusasod jop euepay op afeyuaaiod jap euripoly ousWeIpeoN

opunuw |@ ue

djuasisal siS0/NI4aGN; WNWVIIEqOIAYY op eUlRIOUBY | BjqE]




3

(£} ©| ©p OPEOYIPOW) |9-CLZLY'GE6L WD ISIAU| ABY T 18 [ GIUOSQ SaUanyS

Q'ee €9 2IDU)SISaLININKY
s oc lnguwel3
Ay 0 euodwery
cve £g euniwoidalisy
6'8c S8 EpREILos]
{%) (%)

BUEDUNDOS BIDUBISISOY euewud eloUs)SISoy ojualLEdpaN

‘Pnjes ap sajeucioeN SoIN}Isu) Soj 8p sajudioed ua
8JuUBISISAI SISOINIIAGN) WINLBIOLGOIAW 8D BIdUBRASNd “Z BlgEL




¥E

{%zy) 18S {%85) €62 {ooL) piEL Tv.ioL
vEL 9/t {€Z )oig ojep uig
£8 Zhi (bi ) g6 SOYE pg <
2L 96} (€2 ) LiE SOWE $g -G
gt} z8i (€2 )s1E SOYB {rt-G7
z9 SL (01 )81 soye yZ-GL
ov 44 (9 }vs soUepLEGS
S 8 (b )&l SOYE 6>
u u {sg)u

SAUGUWIOH sasefnpy oy pep3

elqand ‘obBueujysneny ap ugaIpsung el ug

SOpelpn}sa sonpjAlpul so| op oxes A peps Jod ugidNqulsIa ‘S ejqe




S€

sequeyqey 000'00) Jod ese],

860ARW-2691]0  1G6OABW-96210 960AeN-569)0
16 AON-unp 96 AON-un G6 AON-UNP

L i 3 i L i 0

L 0L
L 02
| oc

o)pnse ap opouad o A oxes |o

unBes sopeipnyse sonpiAlput op ese] °| eanbBi4




pepa op soduo
SPwASY Pvoeshy ¥PEeST vTESY prES veo

i 4 1 4

1eqois

SAUGUIOH —v— 4\
saRfnp —o~—

8661 oAep-5661 ojunp

oxos A pepe Jod sosea ep ugidnquysiq 'z einby

- 00T

- OST

- 00T

05T

sogueyiqey 00000t sod ese)



it

o1pn3sa ap oyy

s6ien L6 L6Aep 96 96ien S6
-£6510 AON-UNL -96210 AON-URL -§694Q  AON-UNC

SAIQUIOH —¥—
leqo|o
s —o—

SOpEIPN}Sa SONPIA|PUL SO| B

UQIOB]A) US SOULIBJUS Bp ug|dlodoud ‘¢ einbiy4

sopeipniss $0| € ugides
UI SOWIDJUD AP 03U Jod



8t

ejgand ‘ofueuiyoneny ap ugiooipsuny ) Jod SOpeESYOU SOSED SO UNBag .

opmse ap ouy
o
c,.o.,? 000 %,0 000 &9 R
o C o ¥ % Fos s
of &. &. ucc & 4 6

sajueiqey
000°00T 10d ese)

Jeuowiind sysonaseqm Jod pepijiqiow ep ese] 'y eunbi4




!
|

“epuein (034 O
Fdayonx @
opules) ueng M
uepzenyed |
uedier 3
edooede)] B
Jadajued @

Jadajozenyy O

sadajonnoeit [
EZURLIED ‘A )|
e3naeniyz A |
ooxe s m |
epuoyd O}
obuewiyoneny D_
ejor|L 0
uedney B
ejedor O

6t

soidiiuny

- 08

- 00T

-057

-00¢C

- 08¢

-

8661 OAeN-G661 owunf

oidiotunw unbas Jeuotwnd sisojnosaqny Jod pepijIGIoN S e.nbi4



oy

%06=69Z/ZkZ “OANO 8P PEPYIQISUSS
%B5=69Z/85 | Mg ep Pepliqisuag

(001) 9zl (e8) g9t 1 {z1) sy WL0L
(z8 ) veoL (08} £501 )i oaeBeu oAnInD
sisonaseqn)
(81 Yeve 8 )L {0L) 1) wnuspeqoaAy esed oapsod oayng
(%)u {(%)v
IVLOL eapefeu eidoasojoey | eanjsod eydossopoeg gxlossojoeg/oaging

SiSO|naJagn] ap sosed g9z so) ap oansoubelp [ ered

eidoosoioeq A oAgns (9p pepijiqisuas ‘p ejqe)



84

LO0'0>d,

(66 ) i) {e8L)2ve (0oL} 9ze) B AT X
{g02) 21 (g862) 52 (8 lvg £<
{£ZL) ¥ (£12) oz (ve ) Z2E £
(8ZL) bt (o+2) e9 {0z Yeoz 4
(65 )6t (821} b8 {05 ) 289 |
+SEAlsod

seidoosopoeq +S0ANisod sepezijeue
(%) ‘ON SOADIND (%) oN sajuaioed (%) oN SE4SBNW ap ‘'oN

eirdooasojiveq A oAnns jap opejinsal |2 A

SEpEZijeue SesjSanwW ap oJawnu |9p UGIeIBY ‘G e|qe)




(44

50'0<d,

(L'pG) bEL Zre WLOL
(0'gs) LI 14 E<
(s8s) W 04 £
(6°€S) ¥E €9 4
{rov) e 8 i

JBAnisod eidoasojaeg uod soses (%) oN

oapisod OARIND UOD SOSED "ON

SEnsSoNw 8p "ON

sisofnasaqmn winusoeqoafp eied oARisod OAJIND UOD SOULIBJUD SOj UD

sepezijeue SeJ}SonLU ap OJOWNU [9p UQIoRISY 9 BjqeL




£y

SISOIN2Jaqn) e| eJed OjUBILIEIER 8P BLOISIY 8P SOIUSPIBJUE UCD SOULIS{US g

SISOINQaqN) | EJed ojuaiLBle.} 8P BLIOISIL BP SSUSPROSIUER LIS SOULBJUS /||

e

SisonaIeqn WnuseqosAyy esed oaysod oand uoo SOUIBUD QT

-

(9vL) £ gz)¢e (2t )1l sjuajsisaLnny

0 0 b0 )1 SOjUsLIBIIPEW 00UID)

0 O 0 SOjUaWEDIpBLL OJENT)
{(eg) v (80)1 (z)s SOjUaWEdIpaus sa1)
{(to1) s {69 )8 (59 ) 6L sojuaLuedIpaw sog
{z91) 8 (69 )8 (48 ) o2 ojuaWENpaLL UF)
(9¥9)1E (b'S8) 001 {Zzg } 681 erauajsised uis

(%)u (%) u (Y%)u SIUB)S |5
+»+EUEPUNIOS BIDUASISIY Eheund eusisisay Jeqojs) SOJUIWEDIPatl ep ‘oN

S$I1S0[Na13qN} WNL8}eqOAY ap sope|sie $O| SAUISISA

uolan) anb soj e SOJUBWEDIP3LW 8P 0JBWNU [3P UOISROY 7 B|qe)



%G5 (€ BZUBUOD ap C|BAIBI|,

gL -2¢ )11 - BlouB}SISa.LNNN
€Z - 00 (t e {66} 122 [onquie3
€01 - L€ (2)s1 (es) iz euridwe)y
8L -2¢ sie (se) 8Lz BUDIWOIDaNST
g6t - $OI (s1)se (59) 561 epRILoS|
(%) {(%u
%56 Ol ajuasisay s|qIsuag cjudwedIpal -

eaul] esawiud ap SOJUBWIEDIPAW B SISOINJIOGN} WNLB)IBGOIAW

9p sopejsie 0£Z ap eueiqosdoiwgue pepliqrdassng ‘g ejqe]




Sv

%56 (B BZUBYLOD 8p OjeAIB)uj,

(89) ¢ 0 96 - szt BIOUSISISBLIINA

0 P11 8z - (80)1 [ongwe)3
(89)¢ (1222 §.-60 Zv)s eunidweyy
{06) ¢ F1)1 SL-60 Zv)sg euonuoidensy
(SoZ)6 (89)g 621 - 19 (GCRRR R BPOEIUOS|

(%) eagetiau (%}
eidoascyioeq uod souleue | eagisod ejdossojoeq uod {%) euetupd
b ua BloUSISISaY SOUUBJUS €/ US BJILEISISOY “%S69) elouasIsey ojuswIRIIPON

olaesd OjusjIE)RL} LIS SOULBUD UD SISOIN2IBqM WNL3}3eqoILW

9p sopejise /|| ap eueiqoJoiugue pepiiqudassng ‘6 ejqe]




o

EPIDeILOS| UCD BPEUIQUIOD BIOUD)SISS) LUOJSIAN} SOSED 00UID 507,

(g0l {o0)2z (eoht rils (s'chvt ros lat) £y Tvion
4 i 0 z £ 0 1 4 olep g
0 0 @a)l i} Lene v Gsig soye g <
reh 0 0 o ('8 e (galt SOYE pg -5y
0 0 0 vz raz V] VR )) 4 SOy py-57
0 0 0 ] (L] LAY L soys p2-gL
0 (O]} 0 o (VN ] (R3]} soyepE g
¢ 0 0 o 0 0 ] soye 5>
(a=y (aey (a®y 000’001 (aey {9y A=y (aey
00c'00) Jod es2))  1000'00L 108 €| 1oq esey) | opo'oot 1od eseil| 00g'00L tod esE) | 000'00L Jod sel) | 600001 Jod eser)
ejDuasIsALINN TpwEuRzR g lognquing eupduieiy EPIOR|UCH] euppucydanay ey ava3

"pepa ap odnib |8 unBas epewud BIdUdISISaYy "0 elqel




A4
%G5 JB BZUBKUOD ap OjeaIs)ul,
A1 A (L'oL) g g€z~ 2 (ov1) 2 BROUBISISOLNNN
65 )1 0 66 - vz ) joinque;g
A (622) Z LI -6 R-T euidiwey
(65 ) 1 {{6)¢ 951 - ¢0 (eg )¢ euniwoidansy
(921) £ (SSE) L1 gib - Z'9l (z'62) ¥ epBILOS)
(%) oApeBou (%) oapsod (%)
NZ UO? SouLBUD NZ U0 SoULIaUS euepundes
L} us ejoualsisay L€ UD BlOUNSISOY SS69I BI3UB)SISOY ojuswEIIpay

olAaud cjualwelen) UOd SOULIBYUS LS SISONAIBGN] wnuajoeqoa Ay

9p sope|sie gy op eueiqossjwiue pepliqrdadsns ‘L) ejqe)




egarud Bj 0Z||ea) 35 OU 0SB UN UJ

v

BUBIqODIWRUE PEPKIQNdeasNS ep eqanid 9zieas 8s OU SOSED SOp U3

»

sepueq
2600 ~(%¥L) OvLI 02 (%52} 09/61 SBLW © 00U 8p cpelswolBuoy)
SEpUEQ SBW
Z00'0 ~(%0L) BLL/ 2L ~{%62) 18/€2 0 auens ap opelawoibuo)
L0 (%2Z1) 68711 S%ZT) LI OpeJalo|Buod Jainbien)
(103 /sajud)sisay
0} /sajua}s|say opejawojbuos
d S02MUN sope|siy ug sope|siy cpeialuo|buosy

sodun A sopesawojbuos sopejsie

Ua ajuajsisal sisojnaieqm winuaoeqoaf ap eipusndald 'z| ejqey



&Y | @&v\&v

(¥Z) L661-¥B6L ‘PlIOM BU) LI BOUB}SISE) Brup SISOINIBGRI-IUY 'OHA ‘8P SOPIUSIGD SBI0JEA .
(oansod oAy N LoD sose)) obueuiyonenyy

{eanisod eidoosso|ioeg
uod sose)) obueuyoneny

|

L'1g Zi €L 89 Sl s,

l | |

—
LOUIXELW LBUBIpaL Lo

m—

SWO V130 OLD3A0¥d 13 NNO3S
‘S3SIVd SO¥LO V NOIDOV13N N3 OONVYNIHONYNH N3
VAIOVINOSI V VIMVININD VIONILSISIY 3A VIONITVAIYG 9 YNNOI4

e ®d @m E



0s

(P2) 2661-PE6L ‘PHOM BU} Ut &3UBISISEL BrUP $1SOINDIBGM-NUY 'OHM ‘ap SOpIUBID SaIo(eA ,

{oatisod oAnna uos soses) obueuiyoneny

(eaisod eidoosojioeq
uo? sose)) obueuiyoneny

|

vyl SZ v oo %

LOXEW LEUBIPBIW Ooluiuiw

SINO V130 OLD3A0Nd 13 NND3S
'S3SIVd SOHLO V NOIOV13d NI OSNVNIHONVNH N3
VIidVINIMd VIONILSISIHYHILTNW 34 VIONI VAU "2 VHNOI4



