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RESUMEN

La presente investigacion se fundamenta en un estudio prospectivo,
longitudinal, comparativo y experimental.

Para realizarla se trabajé con 300 muestras de esputo de pacientes internos y
externos con sintomatologia clinica presuntiva de tuberculosis pulmonar que fueron
remitidas al Laboratorio de Neumologia del Hospital General de México, bajo los
siguientes criterios de inclusion y exclusion.

o Analizar las muestras enviadas al laboratorio de los pacientes que
presenten el diagnéstico presuntivo de tuberculosis pulmonar y que no
hayan iniciado o recibido tratamiento antituberculosis.

El estudio consistié en evaluar la presencia o ausencia de bacilos é4cido-
alcohol resistentes en cada una de las muestras de esputo tratadas mediante tres
métodos diferentes; baciloscopias directas y por concentracion tratadas con
hidréxido de sodio al 4 % y con hipoclorito de sodio al 5.25 %.

Los resultados se graficaron y analizaron en conjunto con el fin de
determinar y comparar la sensibilidad, especificidad y valor predictivo de cada uno
de los procedimientos, frente a un método estandar: el cultivo en el medio de
Lowestein-Jensen y su grado de concordancia con €ste.

El resultado final fue el siguiente:

El método de concentracién con hipoclorito de sodio presenté una
sensibilidad del 95 %, especificidad del 100 %, valor predictivo del 99% vy
concordancia del 97% con el estindar utilizado.

Con lo que se concluye que el método por concentracion tratado con
hipoclorito de sodio tiene una alta Confiabilidad Diagnéstica, superior a la de los
métodos tradicionalmente utilizados en el pais; y muy parecida a la del método
estandar, lo cual sugiere que puede utilizarse como un método equivalente al
cultivo, cuando no se pueden utilizar técnicas tan sensibles y especificas como este
dltimo en el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar activa.




INTRODUCCION

Para establecer el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar activa, en México
generalmente se realizan varias pruebas, entre éstas se utilizan principalmente en el
. 17
pais:

e La baciloscopia 73 %.

e El cultivo 1.56 %.

e Fl estudio histopatolédgico 3.9 %.
¢ Otros métodos 19.9 %.

Siendo la baciloscopia una de las técnicas mas utilizadas para realizar el
diagnéstico; debido a su bajo costo, rapidez y facilidad para efectuarse; a pesar de
que su sensibilidad es baja del 25 a 80 %, cuando se realizan por concentracién’, y
del 25 a 50 %, cuando se trata de baciloscopias directas.

En los paises con alta prevalencia como México (17.3 a 22.8 %)* el rapido
diagnéstico y control de los pacientes con tuberculosis son esenciales para reducir
el riesgo de transmisién; donde las baciloscopias directas o por concentracion
juegan un papel relevante, porque los resultados que aportan proveen informacién
preliminar muy importante; pero también escapan al diagnostico por €stos métodos
un considerable porcentaje de casos. Por tal motivo se ha buscado la
implementacién de nuevas técnicas econdmicas y mds sensibles; asi en Bolivia y
Estados Unidos® se probé un método por concentracion tratado con hipoclorito de
sodio al 5.25 %, con el cual se obtienen muy buenos resultados y es seguro, ya que
no predispone al operador a adquirir la infeccion; pero no indican que tan sensible
y especifico es.

Una de las inquietudes comunes en el campo de la medicina y
micobacteriologia es la evaluacion de las pruebas de laboratorio utilizadas para el
realizar el diagnéstico de la tuberculosis pulmonar activa; ya que para el médico es
indispensable conocer que importancia debe dar al resultado de cada examen de
laboratorio, misma que varia en funcién de la calidad de la prueba.




Asi al aplicar un analisis con elevada Confiabilidad Diagndstica, el médico
basar4 sus conclusiones en el resultado del laboratorio; pero si utiliza uno con fallas
frecuentes, s6lo empleara los resultados como una indicacién mas del estado del
paciente y no como base de su diagnéstico final; lo cual no resulta conveniente para
los laboratorios de primer nivel y sobre todo para los ubicados en zonas con alta
prevalencia de tuberculosis pulmonar.

Por tal motivo en el presente estudio se determiné la Confiabilidad
Diagnostica del método de concentracién con hipoclorito de sodio al 5.25 %
(sensibilidad, especificidad, valor predictivo, y grado de concordancia) y a su vez
se comparé con la de las pruebas tradicionalmente utilizadas en México
(baciloscopias directas y por concentraciéon con NaOH al 4 %) y con el método del
cultivo en el medio de Lowestein-Jensen utilizado como estdndar de oro en el
estudio.

Encontrandose que tiene una elevada Confiabilidad Diagnostica, lo cual
indica que puede ser utilizado como un método alternativo, altamente sensible y
especifico en el diagnostico de la tuberculosis pulmonar activa.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México son pocos los laboratorios que pueden utilizar técnicas de
vanguardia para el diagndstico de tuberculosis pulmonar, por lo que se tiene que
recurrir a la bisqueda de métodos sensibles, rapidos y de bajo costo; con el
propésito de que estén al alcance de toda la poblacion, sobre todo la rural y de
escasos recursos que es la que presenta mayor incidencia de tuberculosis.

En Estados Unidos en 1993, Saceanu AC, y en Bolivia en 1997 Callisaya y
colaboradores, realizaron estudios con el método de concentracion tratado con
hipoclorito de sodio, para el rapido diagnéstico de tuberculosis pulmonar, frente al
método tradicional (baciloscopias directas), y método de concentraciéon con
hidréxido de sodio, en los cuales se encontré que el método en estudio detecta mas
casos positivos que las técnicas antes mencionadas; pero ain no se conoce su
sensibilidad, especificidad, ni valor predictivo, ya que no fue comparado con un
método estandarizado como el cultivo en el medio de Lowestein-Jensen para su
determinacién; por lo que el proposito del presente estudio fue determinar su
confiabilidad diagnéstica, en el diagnéstico de tuberculosis pulmonar activa, y a su
vez compararla con la de las técnicas mds utilizadas en México como las
baciloscopias directas y el método de concentracién con hidréxido de sodio.




MARCO TEORICO

DEFINICION DE TUBERCULOSIS PULMONAR:

Con este nombre se designa a la enfermedad infecciosa causada por
organismos del complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis y
M. africanum), y por otras especies de micobacterias oportunistas potencialmente
patégenas para el hombre; que se transmite del enfermo al sujeto sano por
inhalacién del material infectante."”

HISTORIA:

La Tuberculosis es tan vieja como la historia del hombre; entre los casos mas
antiguos reportados se encuentra el de un hombre Neolitico que habitaba cerca de
Hildelberg en Alemania cerca del afio 5,000 a. C. En el afio 4,000 a. C. se
menciond en la India y en China su existencia aunque causada por influencias
sobrenaturales. Las momias egipcias posteriores al periodo de la dinastia de 3,400
a. C. muestran lesiones tuberculosas en el esqueleto.’ Posteriormente Hipdcrates en
el afio 400 a. C. la consideré como una enfermedad hereditaria. Galeno en el aiio
150 a. C. hablé del contagio de la misma y notificé la necesidad de aislar al
pac:iente.4 Mas recientemente la evidencia del DNA, lustros antes del
descubrimiento de América por Colén, fue encontrada en momias peruamas.3

La enfermedad ha tenido muchos nombres, incluyendo tisis, consuncidn, y el
elocuente “Xoy Hindd” (Juna menguante).’ El término tuberculosis fue utilizado
primero por Franciscus Sylvius (1679) para describir los caracteristicos nédulos del
pulmén (del latin, tubercula, pequefios nodos); también fue descrita como “plaga
blanca” por Oliver Wendell Holmes (1861); siendo la principal causa de muerte en
personas jovenes por todo el mundo.>*

La naturaleza del contagio fue disputada durante diecisiete centurias por
médicos como Benjamin Martin y Richard Morton. En 1157 en Espana se
promulgé el edicto de que los médicos declararan los casos de tisis para que a la




muerte de éstos todas sus pertenencias se incineraran. Pedro José Desault (1738-
1795) sefial6é que a través del esputo se propaga la enfermedad tuberculosa, pero
fue Juan Antonio Villemin quien demostrd la posisbilidad del contagio por medio
de la inoculaciéon de esputo a los ammales de laboratorio, desechando
definitivamente la teoria de la herencia.® Esto fue casi 20 afios antes de que el
pat6logo alemin Roberto Koch:

encontrara al bacilo asociado constantemente con la enfermedad,

lo aislara en un cultivo puro,

reprodujera la enfermedad en conejos y cobayos con el cultivo y,

recuperara al bacilo en un cultivo puro a partir de los animales
infectados.

> & & &

Principios que deben cumplirse para que determinado microorganismo pueda
aceptarse como la causa de la enfermedad infecciosa espec1ﬁca, y que ahora, en
honor al gran patélogo se conocen como los postulados de Koch.>

Por lo tanto la culminacién del descubrimiento del agente infeccioso causal de
la tuberculosis se realizé en 1882, por el Doctor Roberto Koch; asi en agosto del
mismo afio se publicé su descubrimiento; es decir que la tuberculosis aparecia
como una consecuencia de la infeccién por una bacteria. 34

La extensa historia de la enfermedad ha sido enormemente influenciada por la
urbanizacién colonizacién y masas migratorias durante varias guerras.” Su
frecuencia aumenté a causa de las implicaciones sociales de la Revolucién
Industrial. Sin embargo fue necesario llegar al siglo XIX para que sus diversas
manifestaciones, tales como lesiones cavitarias en los pulmones y los pequefios
nédulos grises localizados en dlferentes 6rganos, fueran reconocidos por Laennec
como partes de un mismo proceso

Con el aislamiento del agente causal de la tuberculosis, se dieron una gran
cantidad de medidas para su control, las cuales fueron desde el calcio, y cobre
como medicamentos, hasta la reseccién pulmonar, siendo éstas sélo medidas
paliativas.4

En 1945 se inicid6 el descubrimiento de los antibidticos, impactando
notablemente en el comportamiento epidemiolégico con 80 muertes por cada
100,000 habitantes (México 1922) y letalidad cerca al 80 % en sus formas graves,




pasé a ser una enfermedad curable en casi €l 100 % de los casos.* Sin embargo hoy
en dia, a pesar de los grandes adelantos en su tratamiento y control, es adn un
problema importante en los pafses en desarrollo como México.’

FACTORES PREDISPONENTES:

La tuberculosis es una enfermedad que se relaciona con el confinamiento y la
sobrepoblacién, situaciones en las que las oportunidades de transmisién son mucho
mayores. El hombre presenta poca resistencia a la infeccion, aunque el desarrollo a
la respuesta inmune es muy eficaz para contener la infeccién.® Por lo tanto la
tendencia a desarrollar una enfermedad clinicamente estd relacionada con factores
que dificultan el desarrollo de la respuesta inmune celular, entre estos factores se
encuentran:

Malnutricién, especialmente por la deficiencia de protel’nas.8

Infecciones recurrentes.’

Exposicic’m.8

Inmigracién de personas que provienen de poblaciones con alta
prevalencia de tuberculosis.®

Concentracién de grupos humanos.’

Habitacion antihigiénica.’

¢ Innmunosupresién.’

> ¢ & o
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Por lo tanto los grupos de alto riesgo son individuos con la infeccién de VIH,
pacientes con insuficiencia renal, silicosis y diabetes mellitus, pacientes a los que
se administran drogoinmunosupresores como los corticosteroides, nifios menores
de 5 afios en contacto con pacientes infectados, y personal de salud que trabaja con
dichos pacientes y analiza sus muestras.” '°

Otro factor importante en los paises subdesarrollados como México es la falta
de educacién para luchar contra el mal, y la ausencia de informacién sobre el
mecanismo de contagio.”




TRANSMISION Y VIiAS DE INFECCION:

El bacilo de la tuberculosis puede penetrar en el cuerpo a través de sistema
respiratorio, el tubo digestivo, el sistema genitourinario, la conjuntiva o la piel,
también puede ser adquirida por la manipulacién de lesiones, procesamiento de
tejidos contaminados, o secreciones en hospitales y laboratorios.'® Pero el sistema
respiratorio es la via de infeccién mis frecuente e importante; el contagio se
produce habitualmente por via aerdgena a partir de pacientes baciliferos con
lesiones pulmonares “abiertas”, es decir, conectadas con el exterior por un bronquio
de drenaje. Al toser, estornudar, hablar o cantar genera aerosoles de pequeiias
particulas liquidas (gotas de Flugge), en cuyo interior encierran 1 o 2 bacilos. Al
evaporarse queda tan sélo el niicleo de bacilos, que permanece flotando en el medio
ambiente y se desplaza con las corrientes de aire, pudiendo ser aspirado por otras
personas. Las particulas de tamaifio superior a 10 um, quedan retenidas en la barrera
mucosa de las vias respiratorias superiores, y son eliminadas por el sistema
defensivo mucociliar, pero las de menor tamafio (1-5 pm) tienen la capacidad de
llegar hasta los alvéolos y desencadenar la primoinfeccién.m‘ "

En la mayoria de las ocasiones, los escasos bacilos que llegan hasta los
alvéolos son fagocitados y destruidos por los macréfagos; sélo un pequefio
porcentaje de personas llegard a desarrollar la enfermedad, la mitad de ellas
precozmente, a los pocos meses de la infeccién, mientras que otro 5 % necesitara
un largo intervalo, a veces de varias décadas, para que se produzca la reactivacion
endégena de las lesiones aparentemente curadas que albergan en su interior

micobacterias en condiciones metabdlicas adversas, pero potencialmente viables.*
1011

Tiempo después de la infeccién inicial puede ocurrir la efusion pleural,
cominmente causada por la liberacién en forma inaparente de una pequena
cantidad de tuberculoproteinas del pulmén hacia el espacio pleural, originando en
torno una reaccién inflamatoria y la acumulacién de un fluido rico en proteinas y
claro. Durante la infeccién inicial los ndédulos linfaticos regional, hilar y
mediestinal, son siempre invadidos con bacilos. La infeccién en estos nddulos
puede progresar directamente a la enfermedad clinica, activarse después de muchos
anos o nunca aparecer.lo




De acuerdo al curso natural de la tuberculosis no tratada y a su localizacién,
ha sido clasificada de la siguiente manera, ' como:

tuberculosis pulmonar

tuberculosis pleural

tuberculosis laringea

tuberculosis linfatica

tuberculosis meningea

tuberculosis de huesos y articulaciones
tuberculosis genitourinaria
tuberculosis peritoneal

tuberculosis miliar

* & 4 4 4 4 4 4+ 9

Las otras posibles vias de contagio han dejado de temer importancia
epidemiolégica. La transmision digestiva, por la leche y vacas enfermas (M. bovis),
estd controlada gracias al procedimiento de la pasteurizacion de la leche para
consumo, (pero ain asi no hay que descartar la posibilidad de que pueda
presentarse, sobre todo en zonas rurales). Por tanto, el reservorio mas relevante de
M. tuberculosis, causante del mantenimiento de la pandemia, es el ser humano."'

SIGNOS Y SINTOMAS:

El principio de la enfermedad suele ser insidioso, catarral, hemoptoico o
7
agudo.

En el primer caso los signos mas importantes pueden ser; aparicion gradual
de fatiga, anorexia, pérdida de peso, y otras molestias vagas. Después aparece tos,
fiebre intermitente y poco intensa, por lo comiin ocurre junto con la sudoracién
excesiva durante la noche. El aumento de la temperatura tiende a presentarse al
finalizar la tarde. El inicio catarral se caracteriza por ser cada vez mas productivo y
presentar estrias sanguineas ocasionales en esputo. En la variedad hemoptoica, el
sintoma mas presente es hemoptisis, con alguno de los demis sintomas o con
ninguno. El dolor pleuritico puede ser la molestia presente, a menudo sin liquido
pleural, pero a veces anuncia la aparicién de derrame. Algunos sujetos recuerdan



sintomas menores como ligera pleuresia, sudoracién nocturna o cansancio, pero

. - 7.
niegan todos los signos premonitorios a pesar de haber una enfermedad avanzada.
10

Los datos clinicos no suelen ser de gran ayuda: en las formas de comienzo
agudo en el hemograma suele observarse leucocitosis con neutrofilia; en los demas
L. . . . .11
casos lo habitual es una moderada anemia y linfocitosis.

DESCRIPCION CLINICA:

La tuberculosis puede afectar cualquier aparato o sistema, pero el pulmoén es
el sitio mas ordinario de la lesién primaria y el principal 6rgano afectado. Sin
embargo en cerca de la mitad de los pacientes con enfermedad extrapulmonar las
lesiones pulmonares originales no se pueden discernir clinicamente o por
radiografia.” '°

De acuerdo a su curso natural la tuberculosis se clasifica de la siguiente
forma:

Tuberculosis primaria; es la enfermedad en una persona que no habia sido
infectada antes con una micobacteria virulenta del complejo de la tuberculosis. Esta
definicién excluye a las personas que se han vacunado con BCG, o que han sufrido
infeccién por otras micobacterias. Estas infecciones de tipo primario s6lo son
comprobadas con una conversién de la prueba a la tuberculina.’

Tuberculosis primaria manifiesta; 1a enfermedad se conoce con este nombre
cuando se acompaiia de sintomas, datos radiograficos o ambas cosas.®’

Tuberculosis de reactivacion; se refiere a la enfermedad en adultos: se debe a
reactivacién de focos inactivos en las posiciones posteriores de los I16bulos
superiores que fueron sembrados a partir del torrente sanguineo durante la
infecci6n primaria temprana.®’

10




Reinfeccion exégena: Cuando la enfermedad del adulto es consecuencia de
un nuevo inoculo de bacilos tuberculosos en una persona ya sensibilizada por
infeccién previa.’

HISTOPATOLOGIA:

La infeccién inicial en un individuo tuberculinonegativo puede producir a
menudo una lesién autolimitada, pero en ocasiones la enfermedad progresa tal vez
a causa de la baja resistencia o de un gran inculo.’®

La lesion primaria o foco de Ghon: en el sujeto no sensibilizado, consiste en
una zona de neumonitis inespecifica en las zonas pulmonares media, e inferior, en
el sitio de depdsito de la gotita inhalada. La reaccion inflamatoria consiste sobre
todo en fibrina, edema y leucocitos polimorfonucleares; y los bacilos tuberculosos
se localizan principalmente en el interior de los macréfagos en los que se
multiplican. La extensién de esta reaccién exudativa primaria varia segun el
nimero, virulencia de bacilos inhalados, y la resistencia natural del huésped a
emparedar la lesion y detener la extension 1infohematégena.7' 10

Lesién secundaria: Consiste en una lesién tuberculosa que se difunde, en un
individuo tuberculinosensible, a través del progreso de la reactivacion de la lesion
primaria, o a través de la reinfeccién, su centro sufre una necrosis caseosa (del latin
caseus, queso) caracteristica, en la que el tejido necrético permanece semis6lido
con la consistencia del queso. En tales dreas, las enzimas que habitualmente
licuefican las células muertas son inhibidas o escasas. Con el tiempo el tejido
caseoso se vuelve fibroso o se calcifica (especialmente en nifios pequefios), y da
una imagen caracteristica a los rayos X, o bien se reblandece la masa caseosa, Io
que conduce a la cavitacion.

El ablandamiento y licuefaccién del foco caseoso conduce a mayores
problemas; ya que proporciona un medio favorable para la multiplicacién rapida de
las micobacterias. Originando el tubérculo que reside en un foco mas o menos
discreto de inflamacién granulomatosa, que consiste en linfocitos, células
epiteloides, macréfagos y células gigantes.
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Los macréfagos adquieren grandes modificaciones en contacto con el bacilo
tuberculoso o con sus productos, y se disponen concéntricamente en forma de
células epiteloides alargadas, para formar los tubérculos caracteristicos de la
enfermedad, en el centro del tubérculo algunas de estas células pueden fusionarse
para formar una o mas células gigantes conocidas como células de Langhans con
docenas de niicleos dispuestos en su periferia y con bacilos vivos, que a veces son
invisibles en el citoplasma; en estas lesiones necréticas los organismos se pueden
ver localizados especialmente en la periferia; su escaso crecimiento en ¢l interior
del material caseoso puede deberse a la deficiencia en oxigeno o a la falta de aporte
nutritivo. Alrededor de las muiltiples capas epiteloides hay una cubierta de
leucocit(gs_iy fibroblastos proliferando, lo cual conduce eventualmente a una fibrosis
extensa.
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INMUNOPATOLOGIA:

Defensa pulmonar (preinmune innata).

Una vez que las micobacterias han sido inhaladas en aerosoles, y pasan la
barrera mecanica protectora en el tracto respiratorio superior, llegan a alvéolos
donde la infeccién inicial se presenta. Las micobacterias, entonces sufren
fagocitosis por los macréfagos alveolares. La fagocitosis puede facilitarse por la
apoproteina A surfactante. La interaccién inicial entre el macréfago alveolar y la
micobacteria lleva a la destruccién del microorganismo o persistencia y replicacion
del mismo dentro del macréfago. El mecanismo intracelular responsable de la
destruccién del microorganismo en los macréfagos alveolares humanos es incierto,
pero puede incluir oxigeno reactivo y nitrégeno intermediario," el medio acido del
compartimento especifico lisosomal y enzimas hidroliticas dentro del fagolisosoma,
pero las micobacterias han desarrollado métodos de proteccién para cada
mecanismo  bactericida, consecuentemente, algunos bacilos pueden persistir y
replicarse dentro del macréfago alveolar, y como el nimero de bacilos se
incrementa la diseminacién a través del cuerpo por via linfatica y a través del
torrente sanguineo crea nuevos focos de infeccién en otros tejidos.'® 2

Para la fagocitosis y muerte micobacteriana, los macréfagos también
elaboran citocinas. El factor de necrosis tumoral-o. (TNF-), interleucina-12 (IL-
12) y miltiples citocinas quimiotdcticas (quimiocinas), son elaboradas en respuesta
a la micobacteria y estos componentes actian juntos para ayudar a contener la
infeccién. El TNF-c, es importante para contener la infeccién inicial y desarrollo
de la respuesta granulomatosa normal, ademas de contribuir en algunos sintomas
patologicos vistos en la tuberculosis avanzada, como pérdida de peso y fiebres
persistentes,” '*!2

Las quimiocinas liberadas por los macréfagos actdan para reclutar
neutréfilos, monocitos y- linfocitos; la IL-12, TNF-q, y quizd IL-5, facilitan la
produccién de interfer6n-y por las células de muerte natural y por las células T> 2.

Asi la respuesta primaria pulmonar para la infeccién, limita la replicacion
inicial y extension de la enfermedad. La extensién varia con la virulencia y nimero
de organismos infectantes, pero miiltiples evidencias sugieren que esta fase de la
respuesta del huésped es raramente suficiente para eliminar todas las micobacterias
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(ver figura 1). Aunque la migracién de algunos macréfagos infectados y células
dendriticas a todos los nodos linfaticos regionales contribuyen a la iniciacion de la
respuesta antigeno-especifico del huésped.® '?

RESPUESTA PREINMUNE PRIMARIA

Produccién de
citocinas

MP-1

IL-8
TNF-a
IL-1

L10
IL-1ra
L-12
L-16

de monocitos
macréfagos
Migra_cidn a npdulos
Wuerte infrecel Linfaticos regionales

Respuesta antigeno-especifico

Figura 1.
Fuente: Referencia 12
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Respuesta inmune antigeno-especifico:

Presentacion de antigeno. El desarrollo de esta respuesta depende de la
coordinacion de células T, macréfagos, y otras células presentadoras de antigeno
especializadas particularmente las células dendriticas. Muchas de estas
interacciones ocurren en los nddulos linfaticos regionales.l2

Las células dendriticas son particularmente, eficientes células presentadoras
de antigeno (APCs), que reflejan una superficie robusta de moléculas del MHC y
de otras moléculas (B7 y molécula-1 de adhesién intracelular), las cuales proveen
seniales coestimuladoras para la activacion de células T. La aparicion de células
dendriticas juega un papel critico en la iniciacién de la respuesta primaria del
huésped para la patogénesis, porque éstas son células mas eficientes para la
presentacion de antigeno a las células T ingenuas; esto puede ser particularmente
cierto en el pulmén, porque los macréfagos alveolares parecen ser células
presentadg)rgs de antigeno ineficientes, y sélo sirven para inhibir la activacién de
células T.”

Como se indicé previamente las micobacterias pueden sobrevivir y replicarse
dentro de la vacuola fagocitica en un macréfago no activado y ser secuestradas en
el compartimento citopldsmico. De esta manera, la micobacteria puede escapar al
reconocimiento por la respuesta inmune celular del huésped mediada por las
moléculas clase I del MHC y continuar proliferando. Asi la capacidad de las APCs
para presentar antigenos del compartimento extracistélico en asociacién con las
moléculas clase I del MHC son particularmente importantes en el control de la
infeccién micobacteriana.® '*'"'?

Linfocitos:

El desarrollo de la proteccién inmune para o contra la infeccidn
micobacteriana es criticamente dependiente de células-T af CD4" y CD8", ya que
al comienzo de la infeccion hay un gran nimero de estas células en la periferia de
los granulomas, lo cual es indicativo de una respuesta efectiva del huésped.'
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Citocinas;

Estimuladas por las micobacterias, las células T, junto con los macréfagos y
células NK; elaboran citocinas que conducen al reclutamiento y activacidon de
monocitos vy macrofagos incrementando asi la actividad microbicida. La
elaboracion de citocinas que activan a los macréfagos refleja una compleja
interaccién de linfocitos y macréfagos.® 12

RESPUESTA INMUNE CELULAR

Céhdas TCD4+
Expansién de la poblacidn
sl de céhdas T
artigeno-especifico

Monocitoimacrdfago

i

Produccién de
INFy

Figura 2.

Fuente: Referencia 12,

16



La elaboracidn de citocinas por las células T citotéxicas y células NK pueden
contribuir al control de la infeccién. Las células T-o CD8" son mediadores
convencionales de citotoxicidad, pero ambas células T CD4" y CD8" son
directamente citoliticas para las células infectadas con micobacterias. La actividad
citotoxica ayuda en el control de la infeccién mediante la lisis de células incapaces
de matar a los microorganismos, las cuales son engullidas por monocitos
microbicidas y macréfagos activados (ver figura 2)."

Contencioén de la infeccién:

En las dreas de infeccién localizada se presenta la acumulacién de linfocitos
T activados y monocitos. En el pulmén, estos monocitos reclutados son mas
capaces de fagocitar y matar a las micobacterias que los macréfagos alveolares
reclutados, y por lo tanto tienen la capacidad de contener la infeccién mas
efectivamente.® 2

Las micobacterias liberadas del drea inicial de infeccién pueden infectar
- _ . . . 10,
otras c€lulas o ser englobadas y destruidas por monocitos sanguineos activados.'® '

En resumen la defensa del intrinseca del huésped al pulmén puede limitar la
replicacion inicial micobacteriana, pero el desarrollo de la respuesta antigeno
especifica por la inmunidad celular T, parece ser critica para el control de la
.Infeccion. La iniciacién de la inmunidad antigeno especifica sigue a la migracién
de APCs, particularmente células dendriticas, del nédulo linfitico regional del
pulmon. Estas células elaboran citocinas y presentan antigenos micobacterianos
eficientes a las células T CD4", off”. Recientemente se han descrito novedosos
antigenos no proteicos y células T que responden a estos antigenos y pueden
también contribuir a contener la infeccién, particularmente en la fase rapida de la
‘respuesta del huésped. La respuesta de las células T a las micobacterias es actuar
como llave efectora para la elaboracién de citocinas (INF-y y TNF-ct). La eficiencia
con la cual esta respuesta se desarrolla probablemente determina que tanto sera
limitada la infeccién activa o que tanto progresard a la enfermedad. '
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EPIDEMIOLOGIA:

Aunque la tuberculosis es una enfermedad prevenible y curable, sigue
constituyendo una amenaza para la salud publica en la Region de las Américas.
Pese a que desde hace varias décadas se conocen medicamentos y tratamientos
eficaces, asi como medidas y procedimientos para su control, actualmente se asiste
un recrudecimiento de la frecuencia de la enfermedad en todo el mundo, por lo que
en 1993 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré a la tuberculosis una
“emergencia sanitaria mundial”."*

Entre 1986 y 1996 el niimero de casos anuales notificados a la OPS fluctud
en general entre 230.000 y 250.000 con una tasa de incidencia de 31 a 35 por
100.000 habitantes. El hecho de que no haya una tendencia clara de la incidencia
notificada a nivel regional se debe a diversos factores, pero sobre todo a problemas
de caiid4acll_ de los sistemas de registro e informacién en un niimero considerable de
paises.'™

En México varios factores ademds de la pandemia del VIH y el crecimiento
demografico han creado condiciones propicias para el agravamiento del problema.
En diciembre de 1994, la moneda nacional sufrid una fuerte devaluacién,
reflejandose sus consecuencias en la situacién socioeconémica imperante, con una
alta desproporcion entre necesidades y recursos disponibles; acentuindose en 1995
las condiciones de pobreza traducidas en iniquidades en la presentacién de
servicios de salud a la poblacién. Aumentando el crecimiento de la poblacidn
marginal en las diferentes localidades del pais, principalmente en Chiapas,
Guerrero y Oaxaca, no descartando la intensificacién de los movimientos
migratorios en busca de mejor calidad de vida, como consecuencia de la situacién
mencionada; sumando a esto debilitamiento de los programas de control a causa de
los reajustes econdmicos, determinando irregularidad en los tratamientos y
provocando a su vez en muchos casos resistencia a los medicamentos
antituberculosos.'* °

El cdlculo de morbilidad tuberculosa es cada vez mds dificil, porque los
enfermos sobreviven y curan en mayor proporcién y no hay regla uniforme para
que no se sumen los casos nuevos a los curados. La declaracion de casos nuevos
nunca ha dado sin embargo nimeros exactos. Practicamente el tnico indicio de
prevalencia de la tuberculosis, a pesar de no ser exacto es el nimero de defunciones
por esa enfermedad.’
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Actualmente la tuberculosis ocupa el lugar 18 entre los casos generales de
muerte. En 1995 la tasa de mortalidad fue del 5%; produjo 4.648 muertes, de las
cuales la tuberculosis pulmonar fue responsable del 87%, la meningea del 4% vy
otras formas del restante 9%.'>'®

La tasa de morbilidad por tuberculosis varié de 17,3 por 100.000 habitantes a
22,2 en 1996. Predominando la forma pulmonar con 87% de los casos, y las formas
meningeas sélo representaron el 1% de los casos en 1996, 85% de los casos
ocurriecron en mayores de 15 aflos; 531 enfermos presentaron resistencia a
medicamentos (45% de ellos con polifarmacorresistencia), 76% se curaron, y el 1
% abandonaron el tratamiento."’

Hasta septiembre del 2000 los estados con mayor riesgo de mortalidad
fueron los considerados con deficiencias econémicas como Chiapas y Guerrero, y
con un movimiento poblamonal importante como Baja California, Nuevo Leén y
Veracruz (ver figura 3). 7

Estedos con mayor riesgo de mortalidad, septiembre
2000

O Deficiencias econdmicas
Movimiento poblacional
importante

Figura 3.

Se estima que hay mas de 100.000 primoinfecciones y alrededor de 30.000
casos nuevos cada afio. La susceptibilidad de la tuberculosis por grupos de edad se
representa en forma de “U” invertida afectando a la poblacién econémicamente

activa (ver tabla y grafica l) Siendo la localizacion pulmonar la de mayor riesgo en
la mayoria de la poblacion. '’
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TUBERCULOSIS POR GRUPOS DE EDAD

Edad Pulmonar | Meningea |  Otros ign. |
0-1 3 1 2 0]
1a4 64 4 34 1
5a14 187 6 102 4
15a24 1110 9 123 4
25a44 2102 21 215 6
45a 64 1716 17 139 8
65 y mis 894 2 46 6
Tabla 1.
Fuente: Referencia 17
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O No? 6?2 6% 6?8
NTT WD \(\
edad
Grafica 1.

Fuente: Referencia 17.

Asi la tuberculosis continta atin dejando huella con el paso de los afios, y

durante ellos, sélo se ha modificado su comportamiento cuando se realizan
actividades de emergencia para su control.
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ETIOLOGIA:

MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA:

El microorganismo que causa la tuberculosis pertenece al género
Mycobacterium, que se clasifica en la familia Mycobacteriacea del orden
Actinomycetales. Los taxonomistas no estdn de acuerdo sobre la clasificacién
adicional del género Mycobacterium pero un concepto util es el del complejo de 1a
tuberculosis, que incluye M. tuberculosis, M. bovis y M. africanum .®’

Los bacilos de la tuberculosis son bastoncillos delgados, rectos o ligeramente
curvos, que pueden medir de 0.2 a 0.6 pm de didmetro y de 1 a 10 um de longitud.
Aparecen como células aisladas, pero con frecuencia, se encuentran en grupos
pequefios, y a veces en masas compactas en las que no se puede distinguir cada
bacilo.

Cada célula tiene una estructura granular marcada. Con frecuencia aparecen
con abundantes granulos citoplasmicos, que pueden ser de glucégeno o cuerpos de
polimetafosfato (volutina) que incluso, pueden proporcionar a la célula un aspecto
arrosariado.®®  Producen ocasionalmente filamentos ramificados, pero estas
formaciones se pueden alterar con facilidad.'®

M. tuberculosis es un pardsito intracelular obligado aerobio estricto, inmdvil
y no esporulado, crece mejor a 37°C y su crecimiento es nulo por debajo de los
30°C o a temperaturas superiores a 42°C. Su crecimiento es relativamente lento
) . . : . 81920 .
debido a que su tiempo de generacion es en promedio de 18 a 24 horas, y si se
utifiza un medio so6lido para su crecimiento, tardan en aparecer las colonias
. . ol
aproximadamente 34 dias.”

Para su aislamiento primario, se necesitan medios enriquecidos; los medios
mas complejos suelen contener huevo, harina de papa y glicerol, ademds de afadir
verde de malaquita para inhibir el crecimiento de los microorganismos
contaminantes, '° como ejemplo de algunos de estos medios se cita el siguiente
cuadro:



MEDIOS DE AISLAMIENTO MICOBACTERIANOS

NO SELECTIVOS
Medio Componentes Agente inhibidor
Lowestein-Jensen Huevos enteros Verde de malaquita
coagulados, sales 0,025 g/100 mL

definidas, glicerol,
harina de papa.

Petragnani Huevos enteros Verde de malaquita

coagulados, yemas de 0,052 g/ 100 mL
huevo, leche entera,

papas, harina de papa,

glicerol.
Medio American Yema de huevos frescos | Verde de malaquita 0,02
Thoracic Society coagulados, harina de g/ 100 mL
papa, glicerol.
Middelbrook 7 H10 Sales definidas, Verde de malaquita

cofactores, acido oleico, 0,0025 g/ 100 mL
albimina, catalasa,

glicerol, dextrosa y

vitaminas.
Middlebrook 7 H11 Sales definidas, Verde de malaquita
vitaminas, cofactores, 0,0025 g/ 100 mL

acido oleico, albiimina,
catalasa, glicerol, 0.1%
de hidrolizado de
caseina.

Cuadro 1.
Fuente: Referencia 19

En este tipo de medios de cultivo, el crecimiento de las micobacterias es muy
abundante por ello se le llama a sus cultivos, cultivos “eugénicos™.?
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Uno de los medios mas conocidos y utilizado es el medio de Lowestein-
Jenesen, el crecimiento de las micobacterias en este medio s6lido se caracteriza
porque se desarrollan como colonias secas, granulares, con dreas nodulares,
amontonadas de color crema o amarillentas.®

También pueden crecer en medios sintéticos simples después del
primoaislamiento, con glicerol u otros compuestos como unica fuente de carbono y
sales amonicas como fuente de nitrégeno, en general asparagina o mezclas de
aminodcidos para estimular el inicio del crecimiento e incrementar su velocidad.®
La presencia de algunos agentes tensoactivos como el Tween 80, derivado del
monolato de sorbitanol, que actita como agente dispersante facilita el crecimiento
que se produce entonces de una manera difusa y no como masas compactas.®

Los bacilos se desarrollan en un pH de 6.0 a 7.6. El pH 6ptimo para el

mantenimiento de la virulencia es de 6.8; los cultivos de las variedades humana y
bovina desarrollados a pH 6.0 se atentian rdpidamente.”
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ESTRUCTURA:

Las micobacterias poseen una pared celular compleja. El fundamento
estructural consiste en un esqueleto peptidoglicano con moléculas de
arabinogalactano-micolato unidas por fuerzas covalentes, y estd cubierto por una
capa de lipidos libres y polipéptidos (ver figura 4 y 5 ).'®

POLIPEPTIDOS

LiPIDOS LIBRES

ACIDOS
MICOLICOS.

CITOPLASMA

MEMBRANA
CITOPLASMICA.

Figura 4.
Fuente: Referencia 18.

Los glucolipidos superficiales, entre los que se incluyen micosidos
especificos de especie (peptidoglucolipidos, oligopolisacaridos) y glucolipidos
fenélicos son antigénicos. Constituyen el 25 % del peso seco de la pared celular y
contribuyen a las propiedades hidrofobicas de las micobacterias. Otro lipido de
pared celular, el factor cordén (6’6 dimicolato de trehalosa) es responsable de la
alineacion paralela de hileras de bacilos (formacion de cordones); una caracteristica
de las cepas virulentas de M. tuberculosis.* '®

Las cadenas peptidicas de la capa externa comprenden el 15 % de peso seco

de la pared celular y son antigenos importantes desde el punto de vista bioldgico,
porque estimulan la respuesta de la inmunidad celular frente a la infeccion.'®
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El esqueleto peptidoglicano es relativamente uniforme en todas las especies
micobacterianas, y representa el componente principal de la pared celular, los
puentes peptidicos entre las cadenas de peptidoglicano transfor:man el esqueleto en
una estructura rigida. Los 4cidos micdlicos unidos a D-arabinosa y D-galac_tosa
estan conectados a estas cadenas mediante enlaces covalentes, y son los lipidos
principales en la pared celular micobacteriana.'®

ACIDOS MICOLICOS
Capa de mico- D- arabinosa y D-
lato arabinoga- — galactosa.
lactano

i N-acetil glucosamina y

Acido N-acetil
mMurdmico
Capa de pepti- p

Acido D-glutémico,

doglicano Acido o
diaminopimélico, L- y
D-alanina.
\
Figura 5.

Fuente: referencia 18,

Debido a su alto contenido lipidico, las paredes celulares de las
micobacterias tienen la capacidad tnica de ligarse a la fucsina, no siendo
decoloradas por el alcohol 4cido, y son hidrofébicas. Ademas de su relativa
impermeabilidad a los colorantes, son responsables de la resistencia a la accién
letal de los acidos, élcalis y la accion bactericida de los macrofagos, junto con el
complemento; y también contribuyen a la lentitud del crecimiento de las
micobacterias, tanto al dificultar el paso de las sustancias nutritivas al interior de la
célula, como al consumir gran parte de la capacidad biosintética de ésta.®

Es importante también mencionar que los bacilos de la tuberculosis son

relativamente resistentes a la desecacion, los desinfectantes quimicos y a otros
factores ambientales. De manera que en los esputos baciliferos expuestos al sol, los
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bacilos pierden la capacidad de crecimiento después de dos a cinco horas de
Y . Yy . 89
exposicidn, que se atribuye a la radiacion uvltravioleta.

El bacilo en lugares oscuros sobrevive muchos dias. El sol es el enemigo mas
valioso contra él, 1o que tiene gran importancia para nulificar el material infectante.
Los bacilos pueden permanecer viables en los medios de cultivo durante dos a ocho
meses. Los organismos de los cultivos mueren en dos horas cuando se exponen a la
luz directa del sol.*°

Pueden permanecer viables en esputo durante semanas o meses, si se desecan
completamente de manera que sean capaces de flotar como polvo en el aire, pueden
ser infecciosos durante 8-10 dias, en estas condiciones pueden sobrevivir a 100°C
durante una hora, pero se destruyen con calor hiimedo de la manera habitual ®®

DIAGNOSTICO:

El diagndstico presuntivo de la enfermedad micobacteriana, lo realiza el
médico basindose en la sintomatologia del paciente; confirmdndolo mediante la
prueba de la tuberculina y radiografia de térax, pero el diagndstico definitivo
requiere del aislamiento e identificacién del organismo infectante por el
laboratorio.*®

La contribucion del laboratorio clinico al diagnéstico de las enfermedades
micobacterianas consiste principalmente en:

* Deteccidn y aislamiento de la micobacteria,
* identificacién y
+ determinacién de su sensibilidad.'® **!

Estudios que sélo pueden ser realizados por laboratorios correctamente
equipados, con dreas especiales y con personal capacitado para trabajar la
micobacteriologia; tomando en cuenta estos puntos y como consecuencia de
acuerdo a sus servicios, '“***'se han dividido en tres niveles:




¢ Nivel I. Se encarga de recolectar y transportar muestras, ademis de
preparar y examinar frotis para detectar bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR).*?!

¢ Nivel II: Realiza los procedimientos del Laboratorio de Nivel I, mds
aislamiento e identificacion de M. tuberculosis (opcional).”**!

+ Nivel III: Realiza todos los procedimientos del Laboratorio de Nivel II,
mas la identificacién de las micobacterias que no son M. tuberculosis y
drogosensibilidad.”® *!

De los cuales en nuestro pais hay una red de 589 laboratorios que realizan
baciloscopias, 28 que hacen cultivos y tres mis que practican ,’S.:studios de
susceptibilidad  antimicrobiana, registrados ante Salubridad™ y que
obligatortamente deben conocer y practicar las medidas de seguridad necesarias
para trabajar en el 4rea de micobacteriologia, de las cuales se habla en el anexo 1.

Se sabe que la rapida identificacion, tratamiento y por lo tanto control de
pacientes con tuberculosis es de extrema importancia para minimizar el riesgo de
. C oy - 2
futuras extensiones epidémicas.”

En los programas de salud publica se emplea el término “deteccién de casos”
de preferencia al término “diagnéstico”. Desde luego es cierto que no puede haber
deteccion de casos sin el proceso adecuado de diagnéstico, pero en realidad la
deteccion de casos se extiende mds alla de éste iltimo, puesto que implica una
bisqueda organizada y sistemdtica de casos en la comunidad cuya finalidad es
controlar ésta y no identificar simplemente que ocurre en los individuos.*®

Sin embargo es importante saber qué métodos y técnicas permitiran
descubrirlos en gran nimero, con rapidez razonable y costo minimo.

A continuacion se hablara de fos métodos para deteccién de casos utilizados
en el pais, bajo dos encabezados, instrumentos diagndsticos y aplicabilidad de los
- 26
mismos.

Los instrumentos diagnésticos se pueden comparar basindose en la
sensibilidad, especificidad y costo. La sensibilidad mide la capacidad de un
instrumento para captar los casos verdaderos entre las personas examinadas; cuanto
mayor es la sensibilidad, menor es el nimero de casos que pasarin inadvertidos
(falsos negativos). La especificidad mide la capacidad para evitar la identificacién
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de las personas como “casos” sin serlo: cuanto mayor es la especificidad, menos
0 13 - <z 26,27,29.30
casos” falsos se incluirdn.

El costo refleja el gasto total de dinero que se requiere para cubrir aspectos
como salarios, asignaciones, equipo, materiales diversos y transporte, en relacién
< : 26,28
con el nimero de casos verdaderos descubiertos.

Debido a que las estimaciones de los costos varian a veces en las distintas
partes del pais, solo sirven como guias generales para la seleccién de los
; g
instrumentos diagndsticos.

PRUEBA DE LA TUBERCULINA:

La prueba de la tuberculina identifica la infeccién y no la enfermedad; por lo
. iy . . . . .. . 26,
tanto tiene utilidad potencial s6lo para la investigacién masiva.'® !1:263!

Desde luego se aplica sélo a las personas no vacunadas y, al estar en
operacion actualmente los programas de vacunacién BCG en la mayor parte de los
. . ., . . . . 26
paises; su potencial de accion se reduce sélo a los estudios epidemiolégicos.

El método para efectuar la técnica de la prueba tuberculinica, la lectura de
induracién después de 48 a 72 horas y la interpretacion de los resultados se
describen en el anexo II, '%1126

EXAMEN RADIOLOGICO DE TORAX:

El examen radioldgico de térax es de alta sensibilidad, relativamente baja
especificidad y costo elevado. El costo es casi prohibitivo cuando el procedimiento
se aplica a una investigacion epidemioldgica, y menor cuando lo emplean
instituciones de salud entre los sujetos sintomiticos, relativamente menos
numerosos. La especificidad de la interpretacién de las radiografias de térax puede
ser muy baja si los intérpretes no tienen experiencia suficiente, lo que suele ser el
caso bajo las condiciones del programa,*® 2

La principal desventaja del examen radioldgico consiste en que sélo puede
ofrecerse en centros urbanos con gran asistencia de pacientes y no es adecuada para
las instituciones de salud rurales y sencillas. No es solucién muy satisfactoria
enviar a los pacientes de los poblados pequeiios hacia los centros urbanos para los
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exdmenes radiolégicos: muchos de ellos no irdn o no podrdn pagar el costo del
. .2
wajf:.'6

MICROSCOPIA DEL FROTIS DE ESPUTO (BACILOSCOP{A):

La microscopia del frotis es comiinmente conocida con el nombre de
“baciloscopia”, que se refiere a la técnica fundamental mediante el examen
microscopico realizado en toda investigacion bacterioldgica, en casos sospechosos
de tuberculosis, donde se hace la busqueda de bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) en muestras de pacientes sospechosos, tanto para diagndstico en un caso
como éste, o para control de tratamiento en el caso de pacientes confirmados." %

La microscopia del frotis de esputo es de sensibilidad y especificidad
suficientes y costo bajo cuando se aplica a los sujetos sintomaticos respiratorios. El
cultivo del esputo identifica 20 a 25 % mads casos entre los sintomadticos en las dreas
de gran prevalencia que el examen simple de frotis, pero la ejecucién del frotis
mediante exdmenes repetidos a cada paciente, vuelve la sensibilidad de Ia
microscopia del frotis de esputo muy parecida a la de un solo cultivo, cuando se
realizan correctamente y son leidas debidamente.”* %

CULTIVO:

El cultivo de esputo tiene sensibilidad, especificidad y costos elevados. Es un
instrumento diagndstico complejo y especializado que requiere gran pericia para su
instalacién y operacién, y no es practico para el empleo general.”®

La situaci6n de deteccién de casos comprende: 2

1. Valores culturales, alfabetizacidn, aspiraciones sociales y conducta de las
personas.
2. Elterreno, ya sea urbano o rural, distancias y posibilidades de transporte.
3. Estructura del sistema de atencién de salud, recursos disponibles,
naturaleza de los medios existentes, posibilidad de capacitar a los
trabajadores de salud para que operen en el método de deteccién de casos
seleccionados, medios y conocimientos para la conservacién del equipo.
De manera que la microscopia del frotis de esputo es preferentemente
utilizada para la deteccién de casos en las instituciones rurales y en los dispensarios
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y centros de salud urbanos.

Todas las muestras clinicas que deban ser analizadas para la determinacién
de una posible infeccién micobacteriana, deben ser examinadas mediante la
observaciéon de acidorresistencia de los bacilos. La acidorresistencia de las
micobacterias convierte a la observacion en el microscopio, en la investigacion
primordial en el laboratorio. Ya que la informacién microscépica es el criterio
fundamental para detectar a los pacientes con tuberculosis.”” *'La cual puede
realizarse mediante diferentes técnicas de tincion.

METODOS DE TINCION:
Método de Truant (Microscopia de fluorescencia):

Esta basado en la tincién con auramina-rodamina, la mayor ventaja de este
método estriba en la facilidad de observacién, rdpida y completa. Pueden utilizarse
los objetivos de bajo aumento, permitiendo la lectura de grandes dreas en poco
tiempo. Ademds de que hay un mejor contraste, visualizacién de microorganismos
aislados con facilidad, por tanto es poco importante la agudeza visual de cada
observador.”*?!

Entre sus desventajas, resulta inespecifica porque algunas pseudomonas
pueden dar resultados positivos, por lo tanto siempre se tiene que realizar a la par
con la tincién de Ziehl-Neelsen para comprobar que realmente se trata de
micobacterias cuando se tenga un resultado positivo. (Elorriega G. Apoyo
microbioldgico para diagndstico de tuberculosis. Presentado en: IV curso de
actualizacion en el diagnéstico y tratamiento de la tuberculosis en el nifio y el
adulto, mayo 10, 2000, México, D.F).

También se requiere de un microscopio con un sisterna de iluminacién de

cuarzo-halogeno con una adecuada combinacién de filtros primarios y
. 3
secundarios.”’
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Tincion de Ziehl-Neelsen:

Es la tincién convencional de acidorresistencia donde se utiliza carbolfucsina
con un colorante de contraste (azul de metileno), que debe ser observada a
inmersion, donde las micobacterias destacan como bacilos rojos sobre un fondo
azulado o verdoso dependiendo del contraste usado; cuya técnica se realiza en

. 2
caliente.*?'
Tincion de Kinyoun:

Es un método de tincién en frio, cuyos pasos en la tincidn son similares a los
del método anterior, pero existe el riesgo de que otras estructuras den 1a coloracién

o2l
positiva.

La fluorescencia en la tincién de Truant es equivalente a la acidorresistencia;
y estos métodos son los que se utilizan en la realizacién de las baciloscopias.

BACILOSCOPIA DIRECTA:

Se le conoce con el nombre de “baciloscopia directa”, al frotis realizado para
la busqueda de BAAR en una muestra de esputo no tratada.”

En el pais €l método de diagndstico preliminar de tuberculosis pulmonar més
frecuentemente utilizado es la baciloscopia directa de tres muestras de
expectoracion tefiidos por la técnica de Ziehl-Neelsen.?

La especificidad, simplicidad y rapidez de las baciloscopias han hecho del
método una técnica popular para la rdpida deteccién de tuberculosis pulmonar
activa.® *° Aunque la sensibilidad de la técnica estd influenciada por varios
factores:

a) El mimero de bacilos que se pueden encontrar en una muestra positiva.*™

2132

Para ello es importante considerar que la cantidad de esputo en un
portaobjeto es de aproximadamente 0.01 mL. Este esputo se extiende sobre un irea
de 200 mm” (ver figura 6). Si se examina 100 campos microscépicos, sélo se habra
observado el 1% del frotis.*
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Portaobjeto utilizado en la preparacion de frotis de esputos.

< 20 mm >

¢ 10mm

Figura 6.
Fuente: Referencia 32.

Asi, si una muestra de esputo contiene unos 5000 bacilos por mi.. todo el
frotis (si se prepard segin lo indicado) contendrd unos 50 bacilos. Si éstos
estuvieran distribuidos regularmente en los 10,000 campos microscopicos del frotis
habrd un bacilo por cada 200 campos. Examinando 100 campos hay una
probabilidad del 50% de encontrar ese bacilo. Para encontrar un bacilo por campo,
tendria que haber 10° bacilos por mL. de esputo.3 ?

Calculo de la cantidad de bacilos acidorresistentes en las muestras
de esputo y numero probable de bacilos en los frotis
(valores minimos calculados).

No. de campos de inmersion No. de bacilos por frotis No. de bacilos por mL. de muestra
en aceite por bacilo.

100 100 10,000
10 1,000 100,000
| 10,000 1,060,000

Cuadro 2.
Fuente: Referencia 32.

Estos calculos han sido realizados suponiendo que los bacilos estdn
distribuidos homegéneamente en toda la muestra; sin embargo, se sabe, que los
bacilos no se distribuyen en forma homogénea en toda la muestra; si no que con
frecuencia se presentan en grupos, situacién que explica la variabilidad en el
numero 3que bacilos encontrados en diversas muestras de esputo de una misma
persona.™
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Por lo tanto la probabilidad de encontrar los bacilos en un frotis aumenta de
acuerdo con la concentracién de los mismos en la muestra, de tal forma que se ha
encontrado que:

Cantidades de bacilos que se observaron en los frotis, concentraciones
de bacilos cultivados en muestras de esputo y probabilidad
de resultados positivos.

No. de bacilos observados. | Calculo de concentracion Probabilidad de un

de bacilos por mL de resultado positivo.
muestra.

0 en 100 0 mas campos Menos de 1,000 Menos de 10 %

1-2 en 300 campos 5,000-10,000 50%

1-9 en 100 campos Unos 30,000 80%

1-9 en 10 campos Unos 50,000 90%

1-9 por campo Unos 100,000 96.2%

10 0 més por campo Unos 500,000 99.95 %

Cuadro 3.
Fuente: Referencia 32

b) Las causas por las cuales un frotis resulta falsamente positivo:

Cuando encontramos particulas acido-alcohol resistentes que no son bacilos
puede tratarse de:

* Particulas de alimento: por ejemplo ceras y aceites. Para eliminarlas el
paciente debe enjuagarse la boca con agua pura y limpiarse los dientes
(sin usar dentifricos, o desinfectantes), antes de obtener la muestra de
esputo. Es por ello que se recomienda obtenerla antes de que el paciente
desayune o cuando tenga el estémago vacio.

* Colorantes precipitados: obstaculizan la lectura y en algunas ocasiones,
pueden confundir al observador poco experimentado.

* Bacilos saprdfitos dcido alcohol-resistentes: se encuentran en el suelo o
agua corriente.
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» Fibras y polenes: Las fibras de lana, algodén, papel de filtro y bambu, se

presentan aislados, con mucha frecuencia s6lo en un campo
microscépico. El polen de ciertas coniferas se ve en forma de cortos
bastoncillos cocoides y rara vez se presentan en las muestras.

Rasgurios en el portaobjetos. Los rasgufios retienen el colorante rojo y
confunden a los principiantes, se ven filas paralelas y en general son
ondulados y més largos que los bacilos.

Contaminacion por transferencia de bacilos de un frotis a otro: Cuando
varios portaobjetos se encuentran simultineamente en los tanques de
coloracién o decoloracion. También se pueden transferir accidentalmente
cuando la varilla de vidrio o el cuentagotas que se usa para colocar el
aceite de inmersién sobre el portaobjetos positivo arrastra algo del
material. Puede suceder lo mismo cuando se usa papel secante para secar
consecutivamente varios frotis tefiiddos.?" *2

¢) Las causas por las cuales un frotis de esputo resulta falsamente negativo:

Comianmente se debe a deficiencias en la preparacién del frotis, en la
coloracion y en la observacién. La toma adecuada de la muestra y la siguiente
seleccion de las particulas de esputo son esenciales para la Preparacién de un frotis

|

y merecen especial atencién, los factores que influyen son:

32

Toma inadecuada del esputo.

" Conservacion inadecuada de las muestras de esputo y de los frotis

teniidos: Los bacilos pueden perder su dcido-resistencia como resultado de
la exposicion de la muestra a la luz solar directa, radiaciones, calor
€XCesivo, 0 por permanecer mds de una semana en un ambiente cilido y
seco. Los frotis tefiidos con la coloracién de Ziehl-Neelsen que tienen que
conservarse para ser examinados nuevamente, se deben tratar con xileno
para eliminar el aceite de inmersidn.

® Seleccion de particulas para la preparacion de los fiotis: Los bacilos de

la tuberculosis se encuentran sobre todo en pequefios glébulos
(“lentejas”) de sustancia amarillenta o gris verdosa, de consistencia
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espesa, cremosa. Por ello se debe separar cuidadosamente esos glébulos
del resto del esputo, y transferirlos a un portaobjeto.

Preparacion incorrcta del frotis o coloracion inadecuada:

a) Cuando se ha esparcido muy poco material en el portaobjeto, de tal
modo que el frotis es demasiado delgado.

b) El frotis es demasiado grueso y no pasa suficiente luz.

c) No se ha fijado suficientemente el frotis y parte del material se ha
desteiiido.

d) El proceso de coloracion con carbolfucsina fue demasiado breve o se
excedid con la ebullicidn.

e) La coloracién ha sido demasiado prolongada.

f) La coloracién de contraste fue demasiado intensa y los bacilos
acidorresistentes no quedaron suficientemente claros.

Examen inadecuado del frotis: si la observacién se realiza sin orden, o

demasiado brevemente, o si la iluminacién es inadecuada puede ser que el
- . . 2

nimero de campos observados sean insuficientes. *'**

Las discrepancias en los resultados de microscopia se deben con mayor
frecuencia a la deficiente toma de muestras de esputo (ver anexo III), y a la
preparacién inadecuada de los frotis, lo que lleva a errores de interpretacion.
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BACILOSCOPIAS POR CONCENTRACION:

Por muchos afios la técnica de la baciloscopia directa fue y contintta siendo
necesaria (debido a la falta de recursos de muchos laboratorios del pais) para el
diagndstico preliminar de la tuberculosis pulmonar, a pesar de estar sujeta a
diversos factores que conducen a errores como se indicé antes, y a la dificultad de
su lectura, debido a la gran cantidad de células, bacterias de la flora y otras
estructuras que obstruyen la observacion de los BAAR. Motivos que hacen
necesario recurrir a los métodos que implican el tratamiento de esputo con un

agente descontaminante.

Recordemos que el primer progreso real en lo que se refiere a estos métodos
fue el de Petroff en 1915; cuando reporté que M. tuberculosis sobrevivia a la
exposicién con NaOH al 4% por 24 horas, mientras que las bacterias coutaminantes
de la misma muestra morian. Debido al alto contenido lipidico de la pared celular
de las micobacterias que las torna mas resistentes a la destruccidon por soluciones
acidas y alcalinas fuertes que otras bacterias que pueden estar presentes en el
esputo. Asi por afios la digestién con hidréxido de sodio ha sido el método estindar
en la micobacteriologia.”

Dando paso al surgimiento de las técnicas de concentracion de esputo
tratadas con un agente digestor, Utiles para aislar a las micobacterias, cultivarlas, y
realizar la biusqueda microscépica inmediata de BAAR en las muestras tratadas
bajo el procedimiento mencionado.

De manera que se le da el nombre de baciloscopia por concentracién, a la
bisqueda de BAAR mediante la observacion microscépica, en un frotis realizado a
partir de una muestra tratada con un agente descontaminante (dcido o dlcali) por un
periodo cuidadosamente controlado, y neutralizada, una vez centrifugada la
muestra a alta velocidad para concentrar las micobacterias.'®

Sin embargo la sensibilidad de las baciloscopias preparadas por
descontaminacién utilizando los métodos tradicionales, varia del 25 al 80 % ya
que su sensibilidad se encuentra influenciada por factores como: *’

®= (Calidad de la muestra.

* Agente digestor y descontaminante.
= Velocidad de centrifugacion.
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»  Artefactos de tincion.

Ya antes se mencioné la importancia de la calidad de la muestra, asi como
los posibles artefactos de tincién que podemos encontrar, y las diferentes forma de
evitarlos; a continuacién se discutird sobre la importancia de los agentes
descontaminantes y la manera en que pueden influir en el resultado de una

baciloscopia.
AGENTES DESCONTAMINANTES:

Apoyédndonos en la resistencia natural de las micobacterias a soluciones
acidas fuertes y alcalinas; los especimenes con posibilidad de contener flora
bacteriana mixta (como esputos, orinas, etc.), son tratados con un agente
descontaminante para reducir el crecimiento bacteriano indeseable y licuar el moco
(en el caso de esputos) al mismo tiempo."’

Desafortunadamente todos los métodos frecuentemente empleados para
descontaminar las muestras, causan también la muerte de las micobacterias. La
diferencia significativa entre estos métodos es la variacién en la proporcion de
bacilos muertos que resultan al ser sometidos a estos procedimientos.'” *>*%

Entre los agentes descontaminantes mas utilizados se encuentran:
» Fosfato trisédico-Zephiran:

La funcién del fosfato trisédico es licuar el moco, pero requiere de una
prolongada exposicion cuando se utiliza solo; combinado con el Zephiran o cloruro
de benzalconio (TSP-Z) acorta el periodo de exposicién, ya que destruye
selectivamente muchos contaminantes y tiene una menor acciéon bactericida sobre
el bacilo de Ia tuberculosis, ' 2134

» Hidréxido de sodio:

Es el digestor mas cominmente utilizado, pero igual que algunos 4cidos y
otros digestores, es tan solo un poco menos perjudicial que los propios
contaminantes para el bacilo; ya que cuanto mas fuerte es el dlcali, mayor es su
temperatura y, especialmente, cuanto mas se deja actuar mayor es su accidén nociva
sobre los contaminantes y las micobacterias; por lo que un tratamiento durante 60
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minutos a 37° C con NaOH al 4 % matara probablemente a la mayoria de los
bacilos. '**’

Asi el hidroxido de sodio al 4% y 3% actia como digestor y
descontaminante; es tan fuerte que puede matar o afectar a las micobacterias en el
espécimen, de modo que pueden crecer lentamente si es que lo hacen; por ello la
exposicion de las muestras a este agente en sus diferentes concentraciones debe ser
cuidadosamente controlada para prevenir un dafio quimico excesivo. *°

> Hidréxido de sodio-(N-acetil-cisteina):

El  N-acetil-cisteina actia como agente mucolitico sin actividad
antibacteriana, que licia el moco por ruptura de los puentes disulfuro; y el
hidréxido de sodio como agente descontaminante.

En muchos laboratorios las muestras son tratadas por este método, que
aunque es menos letal que el hidréxido de sodio sélo al 3 y 4%, tiene un efecto letal
proporcional a la concentracion (ver la grafica 2). 2%

" 3 0 e - - - Z = AC
:'(_; A A Z- TSP
3 o— o NoOH2%-AC
E 2 Q_ L D NG OH 3%
O Na OH 4%
=
o)
Q1.0 |
[
| | | |
2 4 6 8
Hours
Gréfica 2.

Fuente: Referencia 35
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La declinacién de la pendiente muestra el enorme efecto perjudicial que
puede ocasionar una breve demora en la neutralizacién de la preparacion. Lo que
estima el posible error inherente en los procedimientos de digeston-
descontaminacién en funcién del tiempo total de exposicidn al agente téxico.2!

Por ello se recomienda que las muestras tratadas con hidréxido de sodio s6lo,
deben estar en contacto con el agente descontaminante un periodo de 15 minutos a
37°C, ser centrifugadas inmediatamente por otros 15 minutos, y enseguida
neutralizadas previamente decantado el sobrenadante para reducir el efecto letal al
méaximo, con el hidréxido de sodio.*

Asi mismo es importante, no olvidar que la acidorresistencia de los bacilos
puede perderse cuando la integridad de la pared celular de éstos se encuentra
dafiada por un tratamiento drastico, y podria llevar a resultados falsos-negativos en
las baciloscopias por concentracion.”°

Asi un severo e inadecuado procedimiento de descontaminacién de una
muestra positiva, ocasiona la inactivacién, o muerte del bacilo, y puede aportar
resultados “falsamente positivos” en una baciloscopia por concentracién, debido a
un resultado *‘falso negativo” del cultivo; errando asi un resultado verdaderamente
positivo para el diagnéstico de tuberculosis pulmonar activa, sobre todo en los
casos de baja poblacién bacilar.

% Hipoclorito de sodio:

El hipoclorito de sodio fue utilizado comercialmente primero en Estados
Unidos como blanqueador textil en 1785. Sin embargo, no fue sino hasta la primera
mitad del siglo XIX que su capacidad desinfectante fue clinicamente demostrada
por Koch, quien encontré que puede destruir cultivos puros de bacterias.*?

El hipoclorito de sodic en solucién (5.25 - 6%) se haya en todos los
almacenes con el nombre comercial de Cloro o Clorox. Se considera como un
desinfectante de actividad intermedia (el propésito de asignar categorias al nivel de
actividad de los desinfectantes, se basa en los diferentes niveles de resistencia
innata de los microorganismos expuestos a un espectro de diferentes agentes
quimicos y fisic:os.).40‘43"4‘4
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A dichas concentraciones es irritante para la piel y mucosas, excelente
bactericida; ya que actda principalmente formando compuestos de proteina-
halégeno (a modo de sales) en las células vivas, provocando su muerte
rapidamente, destruyendo células y bacterias vegetativas; pero no las esporas
bacterianas, ni el bacilo tuberculoso, éstos 1iltimos mueren pero no son destruidos

- P . 5, 44
tan rapido como las células vegetativas.

Asi algunos investigadores basindose en sus propiedades como
desinfectante, lo utilizaron como agente descontaminante para realizar las
baciloscopias por concentracion, sobre todo por la seguridad que provee el agente
descontaminante que tiene la capacidad de inactivar el bacilo en 15 minutos;
caracteristicas que hacen posible trabajar el método por concentracién aunque no se
cuente con gabinete de seguridad, obteniéndose muy buenos resultados.”® *

VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION:

La concentracidon y recuperacion de los bacilos acido-alcohol resistentes en
muestras clinicas es un importante paso para el diagndstico de la tuberculosis y
otras enfermedades micobacterianas.

La eficacia de la centrifugacion en concentrar los microorganismos depende
de una buena homogeneizacion de la muestra, de la reduccién de su viscosidad y
del peso especifico de los bacilos en el liquido de suspensién, también depende de
la fuerza centrifuga empleada y del tiempo de centrifugacién. La concentracién
debe efectuarse a alta velocidad y por largo tiempo dentro de los limites de
exposicién al digestor.”"*°

Por lo tanto la proporcién de recuperacién de las micobacterias viables de
muestras clinicas depende del método de digestion y de la tolerancia a los dcidos y
dlcalis de las diferentes cepas micobacterianas, donde serd importante controlar el
tiempo de exposicion a éstos y la velocidad de centrifugacion; ya que la
centrifugacion a alta velocidad provoca la generacién de calor, que combinado con
el calor y accion del agente digestor, puede daiiar o matar a los bactlos, por ello es
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que se recomienda el uso de centrifugas refrigeradas, ya que cuentan con un equipo
de refrigeracién interno que mantiene la temperatura a un intervalo de -15°C a
25°C durante la centrifugacién. Esto permite centrifugar a mayores velocidades y
proteger a las muestras de la temperatura desarrollada por el rotor,** 474

La velocidad de una centrifuga es expresada en revoluciones por minuto
(r.p.m.), y la fuerza se expresa como fuerza centrifuga relativa (fcr). El namero de
revoluciones por minuto se relaciona con la fuerza centrifuga relativa, por medio de
la siguiente férmula:

fer=1,12 x 10° xr x (rpm)

Donde r, es el radio de la centrifuga expresado en centimetros y es igual a la
distancia del centro del cabezal de la centrifuga al fondo del portatubos. El
siguientegiagrama sirve para determinar la fcr a partir del r.p.m. y del radio (ver
figura 7).

Es por ello que la centrifugacidon merece especial atencién cuando se desea
concentrar micobacterias y se usa un método de descontaminacion, sobre todo
porque puede influir notablemente en los resultados de las baciloscopias o cultivos,
cuando existe una baja concentracion de bacilos en la muestra analizada.
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Normograma para relacionar la fuerza centrifuga relativa (fcr) con

revoluciones por minuto.
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Figura 7.
Fuente: referencia 46.
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TIPIFICACION DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS:

De acuerdo con los métodos tradicionales las micobacterias son usualmente
identificadas por la velocidad de crecimiento, morfologia colonial, pigmentacion y
perfil bioquimico. La identificacién deberd basarse en las observaciones antes
mencionadas, y entonces seleccionar prudentemente las pruebas bioquimicas
necesarias para la especie sospechosa.”

Considerando que Mycobacterium tuberculosis es la causa mas comiin de la
enfermedad micobacteriana en el hombre (tuberculosis pulmonar) a continuacién se
citardn las pruebas que pueden realizarse para su identificacién; por lo cual se
deben controlar los siguiente parametros:

Temperatura Optima para el aislamiento y promedio de crecimiento:

Como se indic6 antes M. tuberculosis crece de forma éptima a 37°C, y el

tiempo de recuperacién promedio en el medio de Lwestein-Jensen es de 30 dias.'
21,40

Produccién de pigmento:

M. tuberculosis no produce pigmento, excepto por un color ante claro, adn
- e . el
después de la exposicion a la luz brillante.'® !

Acumulacion de niacina:

No convierte la niacina libre en el ribonucleétido de niacina. Por lo tanto la
acumulacion de niacina soluble en agua en un medio de cultivo sobre la base de
huevo es una caracteristica diferencial valiosa para identificarlo,'® 2"*

Reduccidn de nitratos a nitritos:

Tiene la capacidad de producir la enzima nitrorreductasa que cataliza la

reduccion de nitrato a nitrito. El desarrollo de un color rojo ante el agregado de los
reactivos indica la presencia de nitrito y un resultado de la prueba positivo.'* "%

43



CONFIARIINAD DIAGNOSTICA DEL METOD) POR CONCENTRACION CON HIPOCLORITG DE SODIY EN E) DAGNOSTICO DE TURERCILUSIS PULMONAR

Actividad catalasa:

La mayor parte de las micobacterias producen catalasa; sin embargo, existen
diferentes formas, algunas de las cuales pueden ser inactivadas si se calienta el
cultivo a 68°C durante 20 minutos. Por lo tanto, la medicién de la cantidad de
catalasa producida por una cepa dada de Mycobacterium antes y después del
calentamiento constituye una prueba diferencial qtil, en particular para identificar
cepas de M. tuberculosis resistentes a la isoniacida. Estos microorganismos no
producen catalasa. La actividad catalasa puede evaluarse semicuantitativamente,
midiendo la columna de burbujas que se produce por el agregado de perdxido de
hidrégeno a un tubo de cultivo, o cualitativamente, agregando este reactivo, a una
colonia que crece en una placa de cultivo.*

Inhibicion del crecimiento por la hidracida del acido carboxilico-2-tiofeno
(T.H):

La hidracida del acido carboxilico-2-tiofeno inhibe selectivamente el
crecimiento de M. bovis, mientras que la mayor parte de las otras bacterias pueden
crecer en un medio que contenga este compuesto. Esta caracteristica es
particularmente Util para diferenciar M. tuberculosis de algunas cepas de M. bovis
que pueden tener otras caracteristicas similares.'® *°

TRATAMIENTO:

La meta del control de la tuberculosis es la reduccién de la incidencia anual
de la enfermedad en el mundo entero a menos de un caso por millén en la
poblacion. La principal estrategia planteada actualmente para llegar a dicha meta es
la deteccion de personas con tuberculosis activa y su cura por medio de un periodo
corto de quimioterapia. 7

En México, desde la década de 1970, las recomendaciones de la Campaiia
Nacional contra la Tuberculosis incluian la administracién vigilada del
medicamento por el personal de salud. En 1995 la evaluacién del programa
demostrd que la curacion se alcanzaba en menos de 70% de los casos con tasas de
abandono del 12%. Por lo anterior a finales de 1995 se decidi establecer la
estrategia TAES: Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado, para asegurar



el tratamiento completo por medio de la supervisién de la ingestién del
medicamento, y en los dltimos afios se demostré su utilidad, alcanzando tasa
de curacién por arriba de 58%.*

En México, se inici6 la implantacion de la estrategia con la
coordinacién del Sector Salud, para que el enfermo pudiera recibir el
tratamiento en cualquier institucién independientemente de si es derecho
habiente o no.*

El tratamiento se distingue en primario acortado, primario reforzado, y
retratamiento, y se emplea en cualquier localizacién de la enfermedad.

Los medicamentos que se utilizan en el tratamiento de la tuberculosis
son: isoniacida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z), estreptomicina (S) y
etambutol (E), cuyas presentaciones, dosis y reacciones adversas, se sefialan a
continuacion:
Medicamentos Antituberculosis.

Dosis Diaria Dosis Intermitentes (a)
Dosis Reacciones
Medicamentos | Clave |Presentacién | Nifios | Adultos | Maxima/dia | Nifios Adultos Adversas.
mg/Kg. | mg/Kg. mg/kg Daosis total
Peso peso méxima
Isoniacida (H) 2404 |Comp. 100] 10-15 | 10-15 300 mg 10-15 | 600-800mg | Neuropatia
mg. mg mg periGdica.
Hepatitis.
Rifampicina (R) | 2409 | Cip. 300 mg. | 10mg 15mg 600 mg 15-20 600 mg. | Hepatitis.
2410 | Jarabe Hipersensi-
100mg/5 mL bilidad.
Interacciones
medicamen-
tosas.
Pirazinamida 2413 |Comp. 500| 20-30 | 25-30| 15-2¢g 25 50 mg. Gota
(Z) mg. mg mg Hepalitis
Estreptomicina 2403 |Fco. Amp.1g. | 15mg 20-30 lg. 18 1g. Vértigo
(5). mg Hipoacusia
(b () Dermatosis
Etambutol (E) 2505 | Comp. 400| 15-25 20-30 1200 mg 50 2400 mg | Alteracién
(d). mg. mg mg de la visién.

Cuadro 4,
Fuente : Referencia 49

(a) 3 veces por semana segun la tabla de referencia.

(b) Enfermos con menos de 50 Kg de peso y mayores de 50 aiios, mitad de la
dosis.

{c) No utilizar durante el embarazo.

{d) No usarse en nifios menores de 8 afios.
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La dosis en nifios diaria e intermitente no deberd exceder a la del adulto.

El tratamiento primario acortado, estrictamente supervisado (TAES), de la
tuberculosis incluye los siguientes medicamentos: isoniacida (H), rifampicina (R) y
pirazinamida (Z) y se incluye a todo caso nuevo que nunca ha recibido tratamiento,
y al que lo reanuda por un abandono o por primera recaida.”’

El esquemna de tratamiento primario acortado se aplicard durante 25 semanas
o hasta completar 105 dosis, divido en dos etapas: fase intensiva, 60 dosis (diario
de lunes a sabado con HRZ); y fase de sostén, 45 dosis (intermitente, 3 veces a la
semana, con HR), a través de medicamentos en combinacién fija o separados si el
paciente pesa menos de 50 Kg.

El tratamiento primario reforzado de la tuberculosis, es el que se instituye a:

Todos los pacientes que hayan abandonado, hubieren recaido por segunda
ocasién o que se asocien con inmunodepresiéon (infeccién por VIH, SIDA,
diabéticos, sujetos a tratamiento inmunodepresor, etc.), y deberd ser administrado
en forma supervisada, durante 9 meses aproximadamente o hasta completar 144
dosis.

Los enfermos que hayan fracasado en un tratamiento primario acortado, en el
primario acortado estrictamente supervisado, los multitratados con persistencia de
baciloscopia positiva después del tercer mes de tratamiento regular, o con dos
baciloscopias positivas con dos meses consecutivos después de un periodo de
negativizacién deberd confirmarse por cultivo, realizarse estudios de sensibilidad a
medicamentos y referirse al especialista, quién instituird el esquema de tratamiento.

En la actualidad cada estado tiene un drea TAES; seis son dreas
demostrativas que han alcanzado resultados alentadores, con ingreso a tratamiento
de 99.7% de los casos diagnosticados con tuberculosis pulmonar, con baciloscopia
positiva, tasa de curacion de 87.3% y abandono de 46% en comparacion con 83.1,
76.5,y 11.2, respectivamente en las dreas no TAES.*®
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OBJETIVOS

e Determinar y comparar la sensibilidad del método de concentracién con
hipoclorito de sodio con la de las baciloscopias directas y método de
concentracién tratado con hidréxido de sodio en el diagndstico de tuberculosis
pulmonar, utilizando como esténdar de oro el cultivo en el medio de Lowestein-
Jensen, en el laboratorio del servicio de Neumologia del Hospital General de

México.

o Determinar y comparar la especificidad del método de concentracion con
hipoclorito de sodio con las baciloscopias directas y método de concentracion
tratado con hidroxido de sodio en el diagnéstico de tuberculosis pulmonar,
utilizado como estdndar de oro el cultivo en medio de Lowestein-Jensen, en el
laboratorio del servicio de Neumologia del Hospital General de México.

e Determinar y comparar el valor predictivo del método de concentracién con
hipoclorito de sodio con las baciloscopias directas y método de concentracion
tratado con hidroxido de sodio en el diagndstico de tuberculosis pulmonar,
utilizando como estandar de oro el cultivo en medio de Lowestein-jensen, en el
laboratorio del servicio de Neumologia del Hospital General de México.

HIPOTESIS

Considerando que el método de concentracién tratado con hipoclorito de
sodio como agente descontaminante, detecta mds casos positivos que las técnicas
radicionalmente utilizadas en México; se espera que supere en sensibilidad,
especificidad y valor predictivo al método de baciloscopias directas y de
concentracién tratado con hidréxido de sodio y por tanto que tenga una alta
concordancia con los resultados del cultivo en el medio de Lowestein-Jensen,
resultando de gran utilidad para el diagndstico preliminar de tuberculosis pulmonar.
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OBJETIVOS

e Determinar y comparar la sensibilidad del método de concentraciéon con

hipoclorito de sodio con la de las baciloscopias directas y método de
concentracién tratado con hidroxido de sodio en el diagnéstico de tuberculosis
pulmonar, utilizando como estandar de oro el cultivo en el medio de Lowestein-
Jensen, en el laboratorio del servicio de Neumologia del Hospital General de

México.

Determinar y comparar la especificidad del método de concentracién con
hipoclorito de sodio con las baciloscopias directas y método de concentracién
tratado con hidréxido de sodio en el diagndstico de tuberculosis pulmonar,
utilizado como estandar de oro el cultivo en medio de Léwestein-Jensen, en el
faboratorio del servicio de Neumologia del Hospital General de México.

Determinar y comparar el valor predictivo del método de concentracién con
hipoclorito de sodio con las baciloscopias directas y método de concentracién
tratado con hidroxido de sodio en el diagnéstico de tuberculosis pulmonar,
utilizando como estandar de oro el cultivo en medio de Lowestein-jensen, en el
laboratorio del servicio de Neumologia del Hospital General de México.

HIPOTESIS

Considerando que el método de concentracién tratado con hipoclorito de

sodio como agente descontaminante, detecta mas casos positivos que las técnicas
tradicionalmente utilizadas en México; se espera que supere en sensibilidad,
especificidad y valor predictivo al método de baciloscopias directas y de
concentracion tratado con hidréxido de sodio y por tanto que tenga una alta
concordancia con los resultados del cultivo en el medio de Lowestein-Jensen,
resultando de gran utilidad para el diagnéstico preliminar de tuberculosis pulmonar.
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DISENO DE ESTUDIO

1. TIPO DE ESTUDIO: Se trata de un estudio prospectivo, longitudinal,
comparativo y experimental.

2. UNIVERSO DE TRABAJO: 300 muestras de esputo de pacientes internos y
externos con sintomatologia clinica presuntiva de tuberculosis pulmonar que
son remitidas al Laboratorio del Servicio de Neumologia del Hospital General
de México.

3. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES:

a) Segun la metodologia: por el tipo de estudio, las variables son de tipo
categdrico y dicotémicas.

4. Criterios de seleccion;

Criterios de inclusiéon y exclusion:

a) Se analizaron las muestras enviadas al Laboratorio del Servicio de
Neumologifa del Hospital General de México de los pacientes que
tuvieron el diagndstico presuntivo de Tuberculosis Pulmonar y que no
hubieran iniciado o recibido tratamiento antituberculosis.

b) Se excluyeron del estudio todas aquellas muestras que pudieran
experimentar algin percance en su proceso, y las muestras de los
pacientes de control.
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MATERIAL Y EQUIPO

MATERIAL

Embudo de polietileno
Gradilla para portaobjetos
Matraz Erlenmeyer
Matraz Erlenmeyer
Matraz Erlenmeyer

Pipetas Pasteur de punta corta

Portaobjetos

Tubos cénicos de polietileno con tapa de rosca

MATERIAL DIVERSO:

Aplicadores de madera
Bata desechable
Cubrebocas

Frascos de cristal
Gasas

Guantes estériles
Papel filtro

EQUIPO

Balanza analitica

Balanza granatiaria
Campana de flujo laminar
Centrifuga

Estufa bacteriolégica
Microscopio éptico

250 mL
500 mL
1000 mL.

25x75 mm
50 mL

ESPECIFICACION

METTLER
OHAUS
VECO
JOUAN C 312
EL CONAP
REICHERT
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REACTIVOS ESPECIFICACION

e Aceite de inmersion MERCK

e Acido clorhidrico T.J. BAKER

¢ Agua destilada

¢ Alcohol etilico 96° PROTEC

¢ Azul de metileno SIGMA

¢ Fenol cristales PETROQUIFIN

¢ Fucsina basica HARMECO

¢ Hidréxido de sodio MERCK

¢ Rojo de fenol MERCK
SOLUCIONES

Agentes descontaminantes
e Hipoclorito de sodio al 5.25%.

Hipoclorito de sodio (solucién madre 6 %)......eeevvecveecceeecenennn, 950 mL.
Agua destilada.........c.cooiiiiiiiniii s 136 mL.

e Hidroxido sodio.

Hidroxido de s0dio.......ccceveivniiivieniininreesrecree v esreeeer e 40.00 g
Rojo dé fenol. ..o 0.04 ¢
Aguadestilada.........cooooiiiiiiii 1000 mL.

En un matraz aforado agregar 500 mL de agua destilada adicionar el NaOH v
disolver, agregar posteriormente mas agua hasta llegar al aforo de 1000 mL;
finalmente agregar el rojo de fenol y agitar hasta su completa disolucién y

homogeneizacion, esterilizar a 120°C por 15 minutos.




FEROL e vieeiviiiirieritres e ee e reseserresra e e e e e st e sse e e st sneease s e e enreessaeennes 50g
Agua destilada C.h.P.cov oo 1000 mL.

Agregar el fenol a 500 mL de agua destilada, disolver y agregar el volumen
restante de agua.

Colorantes para la tincion de Ziehl-Neelsen

Fucsina
FUCSINA. ..ottt r et et 30g
ALCONOL A8 DOttt et e e e e e eeees e s e e e eeee e 100 mL

Filtrar y guardar.

Alcohol acido al 3 %

ACIAO CIOTHIATICO. ...vvvevveevevsersossessosssssse e sss e eesesse e 30 mL.
ALCOROL de 967 970 mL.

El acido debe ser agregado en forma lenta sobre el alcohol, al tiempo que se
agita suavemente la solucién.
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Azul de metileno

Azul de MEIENO........cieiiiecireee st 30¢g.
Agua destilada........cooeviiiveniiiic e 1000 mL

Diluir poco a poco el agua y agitar continuamente hasta homogeneizar la
solucidn, filtrar y guardar el colorante.

Nota: Cada una de las muestras de esputo analizadas fue procesada mediante
tres métodos diferentes para realizar las baciloscopfas (por lo que las muestras de
volumen considerable fueron las de mayor utilidad); tratando de analizar de manera
seriada los especimenes de cada tosedor.

Los procedimientos utilizados para dicho fin se presentan a continuacién a
manera de diagramas de flujo.
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BACILOSCOPIAS DIRECTAS

Marcar los portacbjetos segin
el nimero correspondiente a
las muestras

Tras la llama del mechero
tomar la muestra y el
portacbjetos correspondiente.

Dejar secar la laminilla sobre
la gradilla y asf continuar con
las demds muestras.

Abnr el frasco de la muestra,
tomar y extender con un
aplicador de madera en el
portaobjetos un poco  del
material de la muestra (1/3 del
frotis).

Colocar las  preparaciones
sobre un soporte, colocado en
la tarja, fijarlas al calor y
teitirlas por la técnica de Ziehl-
Neelsen.

Leer a inmersién un minimo de
cien campos y reportar.

Nota: Se considera campo microscopico util aquel en el que se observan (leucocitos, fibras y células

ciliadas).
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METODO POR CONCENTRACION TRATADO CON
HIDROXIDO DE SODIO AL 4 %

Muestra (dividirla en dos Agitar 20 segundos en vdrtex e

partes, y a una de ellas), incubar 15 minutos a 37°C.

agregar igual volumen de -

NaOH al 4 %, en un tubo (La otra parte de la muestra se

conico de 50 mL y taparlo. debe trabajar simultinecamente
por el otro procedimiento de
concentracién).

Neutralizar el sedimento con Centrifugar a 3000 r.p.m.(2000

HCI IN, observiandose con un fcr) durante 15 minutos, y

vire en ¢l color del sedimento, < eliminar el sobrenadante.

de rosa a amarilio paja.

‘ I Tomar el sedimento con una

pipeta Pasteur y ...

Sembrar por duplicado en el Realizar el extendido en 1/3 del
medio de Lowestein-Jensen. portaobjetos, dejarlo secar, fijar
al calor y teiiirlo por la técnica
de Ziehl-Neelsen.

Leer a inmersidn un
minimo de cien campos y
reportar,

Nota: Los tbos con el medio de cultivo se deben examinar a las 48 horas de su siembra, y cada semana;
debiendo anotar e informar en cada revisién los tubos alcalinizados, acidificados, contaminados y los que presenten
crecimiento (positivos al crecimiento micobacteriano).
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METODO POR CONCENTRACION TRATADO
CON HIPOCLORITO DE SODIO AL 5.25 %

A la otra parte de la muestra
dividida  agregar  igual
volumen de hipoclorito de
sodio al 5.25 % en un tubo
cénico de 50 mL y tapar.

Mezclar en vortex por 20
segundos. Abrir el tubo, y
completar el resto del
volumen (hasta 45 mL}) con
agua estéril tapar y mezclar.

Realizar un extendido en el
portaobjetos (1/3 del frotis),
dejar secar y fijar al calor
tefiir por la técnica de
Zich]-Neelsen,

Centrifugar a 2000 r.p.m.
(950 f.c.r.) por 15 minutos.
Eliminar el sobrenadante.
Tomar el sedimento con
una pipeta Pasteur.

Leer 2 100 x un minimo
de 100 campos 'y
reportar.

Nota: Los bacilos aparecen como bastoncillos delgados, ligeramente curvos, tefiidos de rojo, generalmente
con grinulos mds coloreados en su interior, aislados, en parejas o en grupos, sobre el azul claro de la tincién de

contraste, por los tres métodos.
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PRUEBAS DE TIPIFICACION DE M. TUBERCULOSIS

REDUCCION DE NITRATOS:
Colocar 3 a 4 gotas de agua A partir de los tubos con las cepas
destilada en tubos de 16 x 125 a tipificar tomar una asa bien
mm con tapa de rosca, —> cargada de bacilos e introducirla
previamente marcados con el en cada tubo correspondiente gue
ndmero correspondiente a las contiene €] agua destilada tapar y
cepas a tipificar. homogeneizar bien.
Agregar 2 mL de nitrato de Agregar una gota de solucién de
sod}o en bgffer de fosfatos. < HQ! 'l:l y agitar. 3
Agitar e Incubar a 37°C Adicionar 2 gotas de solucién de
durante 2 horas. sulfanilamida y 2 gotas de solucién

de n-naftilendiamina.

El desarrollo de un

color rojo en 30 a 60
— ¥ | segundos indica un

resultado positivo.

Nota: Para realizar la tipificacién se trabajé simultineamente con una cepa de referencia como control
positivo (H37Rv).
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ACUMULACION DE NIACINA:

Tomar simultineamente un tubo
del cultivo problema y control
positivo (H37Rv) con abundantes
colonias de 4 semanas de
desarrollo y agregar 1 mL de agua
destilada estéril.

El medio se rompe con el asa
con el fin de facilitar la
difusién de niacina, y se deja
reposar inclinado por 15

minutos.

La presencia de una coloracién
amarilla, significa la presencia de
niacina.

El tubo se coloca nuevamente
en posicion vertical y se extrae
el liqguido con una pipeta, se
pasa a un tubo limpio y se
agregan 05 mL de wuna
soluciéon de bromuro de
cianégeno y 0.5 mL de una
solucion de anilina.

Al finalizar la prueba debe
agregarse a los tubos una
— > solucién de hidroxido de
sodio  concentrada, para
neutralizar el icido
cianhidrico formado.
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OBSERVACION MICROSCOPICA

Para la observacién microscipica se emplea un microscopio equipado
con un objetivo de inmersidn y ocular de 10 x.

Con un cuentagotas colocar una gota de aceite de inmersion sobre el
extremo mas cercano a la numeracién del extendido y sin tocar la superficie
del portaobjetos.

Enfocar el microscopio acercando el objetivo de inmersién hasta tocar
la superficie de la gota de aceite.

Cada campo debe dividirse mentalmente en cuatro cuadrantes como la
esfera de un reloj. La lectura se inicia en el angulo superior derecho y se
continua con los otros en el sentido de las manecillas del reloj; observandose
en superficie y profundidad, utilizando constantemente el tornillo
micrométrico.

12

6

Direccion de la observacidn en cada campo microscépico.
Fuente: Referencia 24

Se debe seguir una pauta sistemdtica para la observacién, leyendo de
izquierda a derecha del extendido un minimo de cien campos.

420

Recorrido para efectuar la lectura por 100 campos microscopicos
Fuente: Referencia 24
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El informe de resultados deberd realizarse de la siguiente manera:

Negativo (-): No se encuentran bacilos 4dcido-alcohol resistentes en 100 campos
observados.

Positivo (+): Menos de un bacilo por campo en promedio, en 100 campos
observados.

Positivo (++): De uno a diez bacilos por campo en promedio en 50 campos
observados.

Positivo (+++): Mas de diez bacilos 4cido-alcohol resistentes por campo en 20
campos observados.
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DISENO ESTADISTICO

Teniendo en cuenta que el principal objetivo del presente estudio fue
determinar la confiabilidad diagnéstica del método por concentracién con
hipoclorito de sodio y compararla con las de otros métodos ya conocidos
(baciloscopias directas, baciloscopias por concentracién con hidréxido de sodio); y
considerando que éstos varian segtin el laboratorio donde se realicen, se calcularon
los siguientes pardmetros de control de calidad (que en conjunto se conocen como
confiabilidad diagndstica de un método) para cada una de ellas:

-Sensibilidad.
-Especificidad.
-Valor predictivo.

Asi como determinar si tiene una alta concordancia con los resultados
aportados por el método estandar, de manera que el tratamiento de datos se realizé
de la siguiente manera:

Como cada una de las pruebas diagndsticas sometida a estudio dio un
resultado binomial; es decir sélo de tipo positivo o negativo, y estos se aplicaron a
la determinacién de la enfermedad®’ (tuberculosis pulmonar), dichas pruebas fueron
valoradas construyendo una tabla de contingencias de 2x2 para cada una, ya que
esta tabla es atil para los estudios en que se consideran sélo dos variables en cada
individuo examinado (sano, enfermo), teniendo cada una de ellas sélo dos
resultados posibles (positivo, negativo)® que se aplicaron a la determinacion de la
enfermedad, de tal forma que los resultados obtenidos se presentaron en tablas
como la siguiente:

TUBERCULOSIS PULMONAR
E ES TOTAL
RESULTADO + a b To
DE LA PRUEBA ™ _ c d ;
TOTAL| Co < N

Donde:
E = Presencia de la enfermedad.
E“= Ausencia de la enfermedad.

Se valor6 entonces en forma global la eficacia de cada una de las pruebas,

empleando dos medidas especificas; sensibilidad y especificidad, (pardmetros de
control de calidad).
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Para estimar dichos indicadores de la calidad general para cada una de las
pruebas diagndsticas sometidas a estudio, se tomd como método de referencia el
cultivo de micobacterias en el medio de Lowestein-Jensen.

En estas condiciones fue posible obtener los pardmetros de control de calidad
de las pruebas sometidas a estudio.

De manera que la sensibilidad se calcula mediante el cociente del nimero de
casos que tienen realmente tuberculosis pulmonar, los cuales resulten positivos con
el método de referencia, divididos entre el total de casos de quienes padecen la
enfermedad®’; por lo tanto la sensibilidad se calcula por la férmula:

SENSIBILIDAD = -2

a+tc

Es decir, sefiala la proporcién de enfermos que fueron detectados por la
prueba sometida a estudio; por lo tanto la mds alta sensibilidad estara indicada por
la unidad, en el caso de que todos los casos con tuberculosis pulmonar mostrarin la
prueba positiva.

La especificidad se determina por el cociente que resulta del nimero de
pruebas negativas que aparece en quienes no tienen tuberculosis pulmonar, entre el
. . ol . . .
total de casos estudiados que no la tienen®’. Es decir la especificidad se calcula por:

ESPECIFICIDAD =%
b+d

...que representa la proporcién de sanos para los que la prueba estudiada arroja un
resultado negativo.

La especificidad médxima también estara representada por la unidad, o sea
cuando todos los casos que no tienen tuberculosis dan el mismo resultado de la
prueba negativa.

Como ambos estimadores son un caso especial de la estimacién de

porcentajes en una poblacién; es decir la sensibilidad es la proporcién de aciertos
en una poblacidon de enfermos y la especificidad la tasa de aciertos entre los
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sanos”’, se pueden calcular los intervalos de confianza correspondientes por las
siguientes expresiones:

a (alcyclcy)

y %o

Especificidad =—— + Z, o \/’@
b+d ¢,

Donde Z,.4; es 1.960 (de tablas) para una confianza (1-ot) de 95 %%,

Sensibilidad =

t Ziwn
at+c

Se sabe que para utilizar una prueba diagndstica es muy importante conocer
el valor de la predicciéon basado en la prueba, ya que nos informa que tan
frecuentemente la prueba estudiada nos ofrece un resultado equivocado, motivo por
el cual se realiza su célculo.

Asi, el valor predictivo positivo esta dado por el nimero de casos con
tuberculosis, que dieron la prueba positiva, dividido entre el total de pruebas
. )
posmvas‘7, O sea:

a
a+h

VALOR PREDICTIVO POSITIVO =

...que representa la probabilidad de que el paciente tenga tuberculosis pulmonar al
obtenerse un resultado positivo en la prueba.

El valor predictive negativo se obtuvo dividiendo el nimero de casos que no
tienen tuberculosis y que dieron la prueba negativa, entre el total de pruebas
. 2
negatlvas“7, 0 sea:

d
c+d

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO =

El cual indica la probabilidad de que el sujeto no tenga tuberculosis pulmonar
al obtenerse un resultado negativo en la prueba; es decir expresa la confiabilidad
del resultado negativo de la prueba.
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Una vez calculados ambos valores predictivos para cada prueba; el siguiente
paso es valorar si estos métodos son titiles al aplicarlos a la poblacién general,
debido al gran efecto que ejerce la prevalencia poblacional para modificar las
propiedades de cualqguier método de diagnéstico. De manera que el valor predictivo
poblacional se obtuvo directamente de los datos originales del estudio, utilizando el
teorema de Bayes®®, el cual se expresa de la siguiente forma:

La probabilidad de encontrar tuberculosis pulmonar si se obtiene un

resultado positivo en una prueba P(E/+) estd dada por:

_ P(+/E)e P(E)
P(+/E)s P(E)+ P(+/E“)Ye P(E®)

P(ET+)

Donde:
P(E/+) = Probabilidad de obtener un resultado positivo si existe la enfermedad.
P(E) = Probabilidad de que exista la enfermedad.

P(+/E°) = Probabilidad de obtener un resultado positivo dado que no existe la
enfermedad.

P(E’) = Probabilidad de que no exista la enfermedad.

Del mismo modo se calculé la probabilidad de encontrar la enfermedad
cuando se obtiene un resultado negativo de una de las pruebas P(E/-).

_ P(~/E)e® P(E)
P(—/EYe P(EY+ P(-1E" Yo P(E")

P(E/-)

Donde:

P(—/E)' = Probabilidad de obtener un resultado negativo dado que existe la
enfermedad.

P(E) = Probabilidad de que exista la enfermedad.

CONCORDANCIA ENTKE DUD IVIE I ULIUD 1L P LA s asss
PARATUBERCULOHSPULMONAR )
METODO ESTANDAR

E | E* TOTAL
RESULTADO + ro
DE LA - LB
PRUEBA TOTAL | ¢ | ¢ n
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Cuando K es cero indica que la concordancia observada coincide con la que
ocurriria por simple azar, los valores positivos sefialan mayor concordancia que la
esperada por azar, siendo uno (1) el valor asignado a la concordancia perfecta. Si K
tomara un valor negativo sefialaria discordancia, llegando hasta menos uno (-1)
para sefalar la discordancia total entre los dos métodos diagnésticos
correspondientes. El calculo de K en la tabla de 2x2 es’:

N(a+d)-R
g =Nard)-R
N =R
Para calcular el intervalo de confianza para la concordancia es necesario
estimar la desviacién estindar correspondiente, que es el error estindar de K o la
raiz cuadrada de la varianza de estimacién:

s? _R(N+RIN)—u(ry +c,)—t(r, +¢,)
£ RE+N¥(N*-2R)
Donde:
U = roCo
I =rc
R = u+t

Para una confianza del 95%, el intervalo de confianza para K, esta dado por:
K -1.960 Sk; K +1.960 Sk

Cuando los limites son amplios y el cero queda incluido en el intervalo se
puede pensar que no existe alta concordancia entre los dos métodos, por el

contrario si el cero no esta incluido en el intervalo existe alta concordancia entre los
métodos.

Una técnica alternativa al cilculo de los intervalos de confianza es la prueba
del grado de concordancia.

PRUEBA PARA GRADO DE CONCORDANCIA:

Esta prueba es util para saber si los datos muestran una diferencia
significativa con respecto a la concordancia que se esperaria por azar, o bien si s6lo
se tiene una concordancia similar a la que ocurriria de manera aleatoria™.
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Para realizar la prueba se tiene el estimador de Kappa de Cohen y la varianza
de estimacién conforme lo que se sefiala anteriormente, y se calcula CO, que se

compara con la distribucion de X’ con un grado de libertad y el nivel de a
. 2
correspondlente“g.

-

K_

CO =—
“(K)

S

Asi cuando CO es significativamente mayor que 3.84 para a = 0.05, sefiala
que la concordancia o la discordancia, segiin fue el signo de K se aleja
significativamente de cero, lo cual indica que el acuerdo o el desacuerdo entre los
dos métodos de diagndstico es mayor que lo que se esperaria por azar y se puede
afirmar, con una probabilidad ¢=0.05, que existe una concordancia real entre
ambos métodos™.
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'Resultado de las muestras analizadas
mediante el Cultivo en Léwestein-
Jensen (método estandar)
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Grafica 3.

De las 300 muestras de esputo analizadas, se encontraron con micobacterias
s6lo el 6.6 %, un porcentaje bajo considerando la cantidad de muestras analizadas;
e inferior al que pudiera esperarse, si tomamos en cuenta que la tasa de morbilidad
es de 17.3 2 22.8 %.,* y el 80% de ésta corresponde a tuberculosis pulmonar(ver
grafica 3).
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Grifica 4.

De las cepas tipificadas encontramos que el 75 % corresponde a M.
tuberculosis y el restante 25 % a micobacterias atipicas, confirmando que la
tuberculosis es principalmente causada por dicho agente etiolégico.
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Grifica 5.

Al observar la gréfica es evidente que el método menos sensible para el
diagndstico de la tuberculosis es la baciloscopia directa, seguido en orden creciente
por los procedimientos de concentracién tratados con hidréxido de sodio al 4 %, y
con hipoclorito de sodio al 5.25 %; siendo éste iiltimo capaz de detectar casi la
misma proporcion de casos (6.3%) que el método estandar(6.6%); lo cual es acorde

con la bibliografia internacional.®
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Como se sabe la confiabilidad de un método diagndstico depende de varios
factores: precision, exactitud, validez (sensibilidad y especificidad), y valor
predictivo los cuales se expresan en la tabla siguiente:

TABLA COMPARATIVA
METODO Baciloscopias | Baciloscopias por | Baciloscopias por
directas concentracion concentracion
tratadas con tratadas con
Parametro de NaOH 4%. NaClO al 5.25 %.
calidad
Sensibilidad 50 % 60 % 95 %
Especificidad 100 % 100 % 100 %
V.P.P muestral 100 % 100 % 100 %
V.P.P 100 % 100 % 100 %
poblacional
V.P.N muestral 94 % 95 % 99 %
V.P.N 91 % 93 % 99 %
poblacional
Grado de 65% 73 % 97 %
concordancia con Limites de confanza Limites de confianza Limites de conhanza
el método std. (54-76 %) (63-83 %) (85-100 %)
Grado de
concordancia con 67 % 76 %
el método por Limites de confianza Limites de confianza |  __________
concentracion (56-78 %) (65-87 %)
con NaClO
5.25%
Tabla 2.

La precision estd expresada como el grado de concordancia de los métodos
entre si y la exactitud como el grado de concordancia con el método estandar (Ver
detalle de datos y calculos correspondientes en anexos IV y V).
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Es evidente en la tabla que la sensibilidad del método por concentracion con
hipoclorito de sodio supera bastante a las correspondientes a los métodos de
baciloscopias directas y por concentracioén con hidréxido de sodio; lo que indica
que el procedimiento es capaz de detectar la tuberculosis en una persona con una
sensibilidad del 95 % (ver tabla 2).

Su especificidad es excelente ya que es del 100 %; lo que significa que todas
las personas que realmente no tengan la enfermedad obtendrin un resultado
negativo; es decir no se obtuvieron resultados falsos positivos, y esta misma
situacion que se aprecia para los otros métodos.

La elevada especificidad de los métodos se debe a dos factores
principalmente:

El control de calidad del laboratorio.

2. La nula posibilidad que tenga el laboratorio de encontrar bacilos dcido-
alcohol resistentes diferentes a las micobacterias que causen una patologia
similar a la tuberculosis pulmonar.

a—

De igual forma el valor de prediccién positivo es excelente para los tres
métodos, ya que es del 100 %, lo que significa que al obtenerse un resultado
positivo en la prueba, asegura que la probabilidad de que el paciente realmente
tenga tuberculosis pulmonar es del 100 %; y lo mismo sucede al ser aplicada
estadisticamente a la poblacién en general (ver grafica 6).

Sin embargo el valor predictivo negativo, no es el mismo para los tres
métodos, aunque es notable que es alto para todos, el correspondiente al
procedimiento de concentracién tratado con hipoclorito de sodio sigue siendo el
mds elevado, lo que indica que la probabilidad de que el sujeto no tenga la
enfermedad al obtenerse un resultado negativo es del 99 %, conservindose
constante al ser aplicado a la poblacién en general, en cambio este mismo
disminuye un poco para las otras pruebas de diagnéstico; debido al efecto que
ejerce la prevalencia de la enfermedad en la poblacién en general, modificindose
dicho pardmetro; pero a pesar de que result6 elevado para los métodos tradicionales
(ver tabla 2), alin asf escapan al diagnéstico un considerable nimero de casos en
comparacién con la técnica estudiada.
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En cuanto a la concordancia de las diferentes pruebas de diagndstico, con el
método estandar (el cultivo en el medio de Lowestein-Jensen), encontramos que la
mas significativa es para el procedimiento de concentracion tratado con hipoclorito
de sodio al 5.25 %, ya que fue del 97 %, con p<0.05; es decir, ambos métodos
detectan una proporcién muy similar de los mismos casos, por ello podrian tomarse
como métodos equivalentes y considerarlos como opciones alternativas, altamente
sensibles para realizar el diagnéstico de tuberculosis pulmonar. Coincidiendo con
lo reportado por Callisaya y cols. y Saceanu CA.*, quienes establecen que dicha
técnica aporta mejores resultados que la de baciloscopia directas y por
concentracion tratadas con hidrdxido de sodio al 4%, aunque desafortunadamente
no reportan datos mdas precisos para poder compararlos con los resultados
obtenidos; en cambio la concordancia de las técnicas de baciloscopias directas y
por concentracion con hidroxido de sodio al 4 %, es del 65 y 73 % respectivamente,
por lo que se considera su concordancia con el estindar pobre y por ello deben
aplicarse como métodos complementarios con el estdndar, ya que cada uno detecta
sélo una parte de los casos; esto mismo sucede al compararlos con el método en
estudio, donde también se observa concordancia pobre (ver tabla 2).

Con la finalidad de explicar lo anterior de manera visual, enseguida se
presentan las fotografias de una misma muestra procesada por los tres métodos.
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BACILOSCOPIA DIRECTA

Observacion directa a 100 x de una muestra de esputo.
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BACILOSCOPIA POR CONCENTRACION TRATADA CON NaOH
4 %.

Observacion a 100 x de una muestra de esputo tratada por concentracion,
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BACILOSCOPiA POR CONCENTRACION TRATADA CON NaClO
5.25 %

Observacion directa a 100x de una muestra de esputo tratada por concentracion.,
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DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio el porcentaje de muestras positivas (con

micobacterias) fue bajo, como se indica en el andlisis de resultados, probablemente
este resultado se vio afectado por los siguientes factores:

1. Se trabajé unicamente con muestras de adultos, ya que la mayoria de los
tosedores con sintomatologia presuntiva de tuberculosis pulmonar que
acudieron al Hospital General de México son adultos; por lo tanto es 16gico
observar que el porcentaje de muestras positivas obtenido (6.6%) no tiene
similitud con el indice de prevalencia reportado (17.3 a 22.8%)".

2. Hay que considerar que los datos estadisticos proporcionados por todas las
instituciones de salud, no son muy confiables, ya que no tienen una tendencia
clara de la prevalencia notificada, debido a diversos factores, sobre todo a
problemas de calidad en los sistemas de registro e informacién en un niimero
considerable de instituciones, y a que no existe una regla que impida que los
casos nuevos se sumen a los curados®™ '*.

Por otra parte al observar las fotografias comparativas de cada una de las
pruebas diagndsticas, se aprecia en las correspondientes a las baciloscopias por
concentracién con hidréxido de sodio, que este agente descontaminante a pesar
de encontrarse en una concentracion elevada (4%), no llega en muchas
ocasiones (cuando la muestra de esputo es muy purulenta) a digerir
completamente el moco, células e incluso bacterias presentes en la muestra, lo
que lleva a cometer errores en la lectura, ya que puede ser que los BAAR que
estdn presentes en las muestras queden ocultos bajo dichos elementos mal
digeridos, reportindose entonces un resultado falso negativo, disminuyendo as{
la sensibilidad de la técnica. Es por ello que siempre que se realice una
baciloscopia por este procedimiento deberd complementarse el estudio con el
cultivo.

Por el contrario el hipoclorito de sodio al 5.25% actiia mucho mas rapido y
deja limpia la preparacién en cuanto a dichos elementos, quedando sélo los
bacilos acido-alcohol resistentes a la vista, siendo éstos facilmente detectables
en el frotis, cuando hay bacilos presentes en la muestra, no importando que sea
escasa la poblacidn bacilar.
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Es importante también mencionar que a pesar de que se trabajé a diferentes
velocidades de centrifugacién, 3000r.p.m. =2000 fcr para la técnica tratada con
hidréxido de sodio, y 2000 r.p.m.=950 fcr para la técnica tratada con hipoclorito
de sodio al 5.25%, esto no mostrd tener efecto en la recuperacion de
micobacterias, ya que a pesar de que con ¢l hipoclorito de sodio se centrifugé a
menor velocidad, hubo una excelente recuperacién, lo cual no concuerda con lo
reportado por Ratman y cols®; quienes establecen que mas del 75% de
micobacterias pueden recuperarse con un fcr de 3000 a 4000 x g., por 15 a 20
minutos.

Esto seguramente se debe a que durante el proceso de digestién y
descontaminacién de la muestra, el hipoclorito de sodio, demostré tener una
accién importante como agente descontaminante contribuyendo favorablemente
en la recuperacién de los microorganismos. Por lo tanto el agente
descontaminante es un factor determinante que influye en la sensibilidad de las
baciloscopias realizadas por concentracién; siendo la velocidad de
centrifugacién sélo un factor secundario que podria afectar la sensibilidad de
dicha técnica, lo cual concuerda con lo mencionado por Lennette y Rickman,?"*

Asi al determinar los diferentes parimetros de control de calidad para cada
una de las pruebas utilizadas cominmente en México (baciloscopias directas y
por concentraciéon tratadas con NaOH al 4%), y para el método por
concentracion tratado con NaClO al 5.25% fitiles para realizar el diagnoéstico de
tuberculosis pulmonar activa, se encontré que dichos valores proporcionados
por los procedimientos diagnosticos son directamente proporcionales a la
Confiabilidad Diagnéstica de cada uno de ellos.

De manera que de acuerdo con los resultados obtenidos el método en estudio
es superior en sensibilidad y valor predictivo que los métodos tradicionales,
ademas de tener un alto grado de concordancia con el método estandar, lo cual
significa que el método es altamente confiable.

Por tanto como se mencioné antes, en caso de no contar con el equipo y las
instalaciones para realizar el diagndstico de tuberculosis mediante una técnica
como el cultivo; como sucede frecuentemente en instituciones rurales de salud,
dispensarios, centros de salud urbanos simples®® y en los laboratorios de
hospitales particulares que no cuentan con las instalaciones adecuadas para
realizar un andlisis micobacteriolégico, el método por concentracién con NaClO
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al 5.25% es ideal para emplearse en dichas situaciones, por ser econdémico,
seguro (ya que el agente descontaminante inactiva al bacilo en 15 minutos,
reduciendo el riesgo de contaminacién por aerosoles)'*”’, rapido y facil de
realizar, sobre todo altamente confiable, por lo que se podrian reducir los dos
meses de espera para iniciar ¢l tratamiento de la enfermedad® en los casos
pOSitivos.
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CONCLUSIONES

El método por concentracién tratado con hipoclorito de sodio al 5.25 %,
ofrece varias ventajas:

¢ Resultados rapidos, en 40 minutos después de recibir la muestra.

¢ Facilita la deteccién de bacilos 4cido-alcohol resistentes en casos de baja
poblacion bacilar.

¢ Evita equivocaciones en personal poco experimentado al identificar los bacilos.

¢ Seguro, ya que inactiva al bacilo en 15 minutos.

¢ Econdémico.

¢ Altamente sensible (95 %), especifico (100 %), con excelente valor predictivo
negativo (99 %) y alto grado concordancia con el método estandar (97%), que
comprueba estadisticamente la hipétesis planteada con p<0.05.

¢ Debido a su alta Confiabilidad Diagnéstica puede utilizarse como un método
opcional en el diagndstico de tuberculosis pulmonar activa, cuando no es
posible realizarlo con una técnica tan sensible como el cultivo y sustituye al
procedimiento tradicional de las baciloscopias directas cuya sensibilidad es del

50 %.

¢ Por lo anterior se sugiere como un método diagnéstico de calidad que puede ser
utilizado en las zonas con alta prevalencia de tuberculosis en el pais.

¢ Cuando se consideran factores epidemioldgicos, los pacientes con frotis
positivos pueden ser tratados inmediatamente.
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Sin embargo tiene las siguientes limitantes:

¢ Debe procesarse el método en el tiempo estipulado estrictamente, ya que el
exponer a los bacilos por un periodo mayor a 15 minutos con el hipoclorito de

sodio provocara su desintegracion.

¢ No se puede realizar cultivos a partir de las muestras tratadas por éste método,

ya que no conserva viables a las micobacterias.
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ANEXO 1

MEDIDAS DE SEGURIDAD

Aunque sélo 10 % de muestras recibidas para determinar la presencia de
M. tuberculosis contienen micobacterias patégenas, todos los especimenes se deben
procesar como si fueran positivos. Las micobacterias potencialmente patdgenas
representan un alto riesgo infectocontagioso; y como la tuberculosis se trasmite
principalmente por via aérea se deben seguir las siguientes medidas de seguridad,
donde el objetivo principal serd la proteccion del trabajador para evitar el contagio

de la infeccidn tuberculosa.

20,21

Siempre que sea posible los laboratorios deberdn contar con:

./
0.0

Laboratorio de nivel I. dreas separadas para sus diferentes
actividades incluyendo un espacio para registros y manipulacién de
resultados, citas, etc, 21020

Laboratorios de nivel II: ademas de los espacios del laboratorio de
nivel I deberd contar con un espacio para preparar material,
manejar muestras y cultivos,'® 202!

El laboratorio de nivel IlI contard con los espacios del de nivel I y
;(I),ﬂademés de un area para el gabinete de seguridad y centrifuga.
Sus paredes y superficies de trabajo deben ser lisas y lavables.?’

El laboratorio de nivel II y III, deberdn tener flujo de aire
direccional (con baja presién de aire en el laboratorio y doble
puerta con trampa de aire, para evitar el regreso del flujo del
mismo).2%*!

Los laboratorios de nivel III deben tener filtros de alta eficiencia
para retener las particulas de aire.*

Cada laboratorio debe contar con un sistema de grifos con un
germicida efectivo (como alcohol isopropilico al 70 %) en las
zonas de trabajo; y deben poseer pedales para no tocarlos con las

manos.>!
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Las areas contaminadas:

¢ Deberan tener entrada restringida al personal que labora en dichas
. 10.20.21
areas. ”
¢ El area de cultivo debe estar alejada de la entrada. ’
¢ Las bitacoras de trabajo no deben salir de las areas contaminadas.

En cuanto al equipo:

» El equipo debe estar en un ambiente amplio y ventilado, ya que
puede dafiarse al producirse y encerrarse el calor dentro de la
habitacién.'® %

< Las centrifugas nunca se abrirdn mientras no se hayan detenido
completamente. 19.20.21

< La agitacién y centrifugacién de muestras deberd realizarse en
tubos coénicos de polipropileno con capacidad de 50 mL. y con tapa
de rosca, para evitar la liberacién de aereosoles.'® %!

Debido a que los instrumentos de trabajo colocados en el gabinete de
seguridad pueden interrumpir el flujo laminar y reflectar el aire contaminado fuera
de €l, y ademas puede contaminarse la ropa del operador en cualquier drea de
trabajo; todo trabajador debera utilizar:

o S ; 10.20.21
% Sobre la bata de trabajo, bata desechable,

% Cubrir nariz y boca con mascarillas protectoras, idealmente N95
(que reduce ¢l riesgo de infeccién por via aérea hasta en un 99.5
%)%

** Guantes, gorros e incluso protectores de zapatos, sobre todo cuando
se trabaje en el gabinete de bioseguridad.'® 2!

% La ropa de calle no debe usarse dentro del laboratorio, porque
puede quedar contaminada.'® 20!

** Hay que quitarse el equipo de vestir, (como batas, gorros y
guantes) con el que se ha trabajado, antes de entrar en 4reas no
contaminadas.”* '

** Finalmente la ropa utilizada para protegerse debera guardarse en
una bolsa para esterilizarse en autoclave; cuando el trabajo se haya
concluido. ***
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Las medidas de seguridad en cuanto a material contaminado y residuos
biolégico infecciosos son:

\/
0‘0

Los liquidos contaminados nunca deberan desecharse en el sistema
general de desechos sin someterlos a esterilizacién en autoclave.?
Deberan utilizarse toallas con solucidn fenélica germicida (fenol al
5%) porque son utiles para limpiar las zonas de trabajo, y limpiar
derrames fortuitos.”* **

En la zona de trabajo siempre se deberd contar con un dispositivo a
prueba de salpicaduras que contenga fenol al 5%, para desechar
fluidos biolégicos contaminados.™

El material punzocortante y de cristal contaminado como
portaobjetos pipetas Pasteur o agujas contaminadas, deberdn
desecharse en los contenedores de residuos bioldgicoinfecciosos de
color rojo.”® !

El material sucio y contaminado, deberd colocarse dentro de
cubetas que contengan bolsas rojas.”® !

Desinfectar las areas de trabajo con fenol al 5% por 30 minutos
antes e inmediatamente después de trabajar.”

Se debe evitar el contacto de la piel con superficies contaminadas.
Toda persona que trabaje en un laboratorio de micobacteriologia
debe lavarse las manos sistemdticamente y con frecuencia.
Mientras las tenga himedas, mojarlas con alcohol isopropilico y
dejarlas secar al aire.”

En caso de ocurrir algiin accidente y se sospeche de contaminacién:

L/
0.0

*
0.0

\/
0.0

Se deberd lavar la zona de inoculacién con agua, jabén y una
solucién de hipoclorito de sodio 1:200.2°

Dirigirse con un médico que tenga conocimientos del tratamiento
indicado.

Seguir ¢l tratamiento.

Cada empleado es responsable de cuidar su salud y la de los demais. El
laboratorio deberd de mantener un programa de inspeccién anual para todos
los empleados para la prueba de la tuberculina, incluyendo el personal de
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oficina, para detectar la conversién de la tuberculina positiva, y observacion
con rayos X para los tuberculinopositivos, y asi detectar posibles casos de
infeccién adquiridas en el laboratorio.?® *!

(Balandrano CS. Medidas de bioseguridad en el laboratorio. Presentado en:
IV Curso de actualizacion en el diagndstico y tratamiento de la tuberculosis
en el nifio y en el adulto, mayo 10, 2000, México, D.F).

ANEXO II

PRUEBA DE LA TUBERCULINA

La prueba de la tuberculina es un método tradicional para demostrar
infeccién con M. tuberculosis produce cierta sensibilidad a ciertos componentes
antigénicos del organismo, que estdn contenidos en extractos de cultivos llamados

f . + 10,11
“tuberculinas”.

En nuestro medio asf como en paises menos industrializados se cuenta con el
derivado proteico purificado (PPD, RD-23) de 2 U, a diferencia de los paises
industrializados; de baja endemicidad donde el PPD es de 5 U.>!

El PPD es aplicado comiinmente por la técnica de Mantoux, que consiste en
administrarlo en la parte anterior del antebrazo, con el bisel de la aguja orientado
hacia arriba, se debe producir una pequefia elevacién de la piel de 6 a 10 mm de
didmetro; si la prueba estd bien aplicada, la lectura debe realizarse a las 48 a 72

horas, expresada siempre en milimetros de didmetro transverso de la induracin.'®
1131

Interpretacién del resultado:

a) El resultado se interpreta cuando hay una induracién de 10 mm, o més, lo
que indica reactor al PPD en la poblacién en general.

b) En el recién nacido, en el desnutrido, en personas infectadas por VIHyen
otras condiciones de inmunosupresién se considera reactor, al que
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oficina, para detectar la conversién de la tuberculina positiva, y observacion
con rayos X para los tuberculinopositivos, y asi detectar posibles casos de
infeccién adquiridas en el laboratorio.”® !

(Balandrano CS. Medidas de bioseguridad en el laboratorio. Presentado en:
IV Curso de actualizacion en el diagnostico y tratamiento de la tuberculosis
en el nifio y en el aduito, mayo 10, 2000, México, D.F).

ANEXO I

PRUEBA DE LA TUBERCULINA

La prueba de la tuberculina es un método tradicional para demostrar
infeccion con M. tuberculosis produce cierta sensibilidad a ciertos componentes
antigénicos del organismo, que estdn contenidos en extractos de cultivos llamados

. v 1011
“tuberculinas’.'®

En nuestro medio asi como en paises menos industrializados se cuenta con el
derivado proteico purificado (PPD, RD-23) de 2 U, a diferencia de los paises
industrializados; de baja endemicidad donde el PPD es de 5 U.*'

EI PPD es aplicado comdnmente por la técnica de Mantoux, que consiste en
administrarlo en la parte anterior del antebrazo, con el bisel de la aguja orientado
hacia arriba, se debe producir una pequefia elevacién de la piel de 6 a 10 mm de
didmetro; si la prueba esta bien aplicada, la lectura debe realizarse a las 48 a 72

horas. expresada siempre en milimetros de didmetro transverso de la induracién.'®
11.31

Interpretacion del resultado:

a) El resultado se interpreta cuando hay una induracién de 10 mm, o mis, lo
que indica reactor al PPD en la poblacién en general.

b) En el recién nacido, en el desnutrido, en personas infectadas por VIHyen
otras condiciones de inmunosupresién se considera reactor, al que
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presenta una induracién de 5 o mis milimetros de didmetro.

¢) No reactor cuando es de 0 a 5 mm.

d) Reaccién inespecifica, de 6 a 9 mm en poblacién en general, se interpreta
como primoinfeccién, debida a micobacterias no tuberculosas (atipicas);
(Olvera R. Criterios diagnésticos de la tuberculosis. Presentado en: IV
Curso de actualizacién en el diagndstico y tratamiento de la tuberculosis
en el nifio y el adulto, mayo 10, 2000, México, D.F).

En determinadas circunstancias la reaccién puede ser falsamente negativa:

1. Por defecto de la técnica; la luz solar y el calor ocasionan pérdida del
efecto del reactivo. Por tal motivo, los frascos han de protegerse y
guardarse en el frigorifico. No conviene demorar el tiempo de Ia
administracién, una vez introducida la tuberculina en la jeringuilla, por la
tendencia del principio activo a adherirse a las superficies de plastico
vidrio.'* "'

Errores en la lectura: Incluso personas experimentadas pueden interpretar

resultados distintos frente a una misma reaccién.' "'

3. Alteracién de la inmunidad: La sensibilidad a la tuberculina tarda en
manifestarse entre 2 y 8 semanas tras la primoinfeccion. Ante esta
sospecha es necesario repetir la prueba al cabo de 8 a 10 semanas.'® !

4. Anergia: Una serie de circunstancias generadoras de anergia, por
depresion de los mecanismos inmunitarios, deben tenerse en
consideracion: enfermedades viricas recientes (sarampién, varicela,
mononucleosis) vacunaciones antiviricas, administraciéon de farmacos
inmunosupresores, y, por ultimo, enfermedades que depriman la
inmunidad celular (sarcoidosis, linfomas. leucemias, SIDA).“)'I1

5. Disminucién de la hipersensibilidad tuberculinica: Algunas personas que
han tenido un resultado positivo en la prueba de la tuberculina
experimentan con el paso del tiempo cierto grado de disminucion de
hipersensibilidad tuberculinica, de manera que la reaccion aparezca
falsamente negativa. Sin embargo la misma tuberculina ejerce a veces un
efecto reactivador de la respuesta (efecto booster o de aumento) que se
pone de manifiesto en la positividad de una segunda prueba practicada
tras un intervalo de 7 dias. Este efecto ha de tenerse en cuenta en personas

!\J
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de edad, antes de catalogarlas como conversoras ante un viraje reciente de
la tuberculina,'™ "'

Indicaciones de PPD

-Contacto con enfermos tuberculosos.

-Alteraciones de la radiografia de térax sugestivas de tuberculosis.

-Cuadro clinico sugestivo de tuberculosis.

-Pacientes inmunocomprometidos (VIH, linfoma, desnutricién, tratamiento
ester(l)licgfo, insufuciencia renal cronica, enfermedad de Hoodking, diabetes mellitus,
etc.). 7

Quimioprofilaxis:

Isoniacida a dosis de 10 mg/kg/dia con dosis méxima de 300 mg. al dia
Durante 6 a 12 meses en adultos; 9 meses en nifios menores de 15 afios; en
pacientes con VIH la administracién debe ser de por lo menos 12 meses.’

Indicaciones de quimioprofilaxia:

-Contactos intradomiciliarios.

-Conversion a reaccién positiva a la tuberculina, en un periodo de un afio.
-Paciente inmunocomprometido con PPD posmvo
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ANEXO I

RECOLECCION DE MUESTRAS

Para que el laboratorio pueda tener un resultado confiable y util, no sélo es
preciso que ejecute las técnicas en forma correcta si no que disponga de una buena
P 24
muestra cuyas caracteristicas son:

(d

L)

L)

» Provenir del sitio de la lesién a investigar.
Ser en cantidad suficiente.

Estar colocada en el envase adecuado.
Correctamente identificada.

Conservarse y transportarse adecuadamente.

L) > L) )
0.0 0.. .’Q 0.0

El diagnéstico de la tuberculosis pulmonar se establece mediante la
identificacién del agente causal en una muestra clinica obtenida del sujeto en
estudio la cual preferentemente debe ser expectoracion (o en su defecto en el caso
de los pacientes que no expectoran, el lavado bronquial); ya que se considera la
muestra de mayor rendimiento donde se puede hacer la bisqueda baciloscopica,
puesto que ninguna otra supera sus resultados.”* **

El esputo debe obtenerse poco después de que el paciente despierta por la
mafiana porque mejora la recuperacién de micobacterias y presenta menor
contaminacion.

Debera colectarse por 3-6 dias sucesivos y obtenerse en un drea aislada,
. . . . 2
después de que el paciente se ha enjuagado la boca con agua hervida. 0

La ulceracidn irregular y liberacién de bacilos acido-alcohol resistentes de
focos bronquiales subepiteliales de infeccion tuberculosa, pueden producir un
patrén, de recuperacién variable. Por esta razén debe recolectarse un minimo de
tres a cuatro muestras de los pacientes sospechosos de tener tuberculosis pulmonar,
por la maifiana."’

N . 2>
Para la toma de la muestra se debe proceder de la siguiente manera: ***2

* Entregar al paciente un envase ctiquetado donde se va a recoger la muestra, con
la fecha de recolecciéon nombre del paciente, y unidad de salud donde se
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recolecto.

% Instruir al paciente con toda claridad para que produzca esputo bronquial de las
“profundidades del pecho”, esto es, respirando profundamente, reteniendo el
aire y lanzandolo violentamente, recogiendo el esputo en el frasco cuidando que
no se vuelque en sus manos, o se derrame en las paredes externas del recipiente.

% La explicacién debe ser sencilla y la persona encargada de darla debe utilizar un
lenguaje comun, que asegure que el paciente haya entendido.

El envase para la recoleccién de la muestra debe reunir las siguientes
caracteristicas:

% Boca ancha (aproximadamente de 6 cm de didmetro).

< Tapa de rosca. (para disminuir el riesgo de derramar la muestra durante el
transporte, y produccién de aerosoles al abrirlo en el laboratorio).

<+ Paredes lisas que permitan la correcta identificacién del envase.

% Capacidad de 50 a 60 mL. y 3 cm. de profundidad para recolectar una muestra
suficiente.

» Transparente para juzgar la calidad de la muestra sin abrir el envase.

\J

s Desechable para favorecer su eliminacion.
Conservacion y transporte:

Debido a que la temperatura y el tiempo favorecen la multiplicacién de la
flora contaminante en una muestra de esputo, y que dicha flora es capaz de
desnaturalizar las proteinas y destruir al bacilo; las muestras para baciloscopia y
cultivo deben procesarse el mismo dia de la recoleccién. Si es necesario
conservarla, siempre debe ser en refrigeracion (4-8°C) o en lugar fresco, protegido
de la luz y por no mas de siete dias.'® "

Para el transporte de la muestra debe evitarse:

*» Exposicidn al calor excesivo.

< Exposicién a la luz solar directa.

¢ Derrame del contenido del envase (por ello se colocarin dentro de una

bolsa de plastico).

De manera que las muestras deberan ser entregadas al laboratorio dentro de
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los primeros 30 minutos de su recoleccién (idealmente), o dentro de las primeras 24
horas de la misma.”
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ANEXO IV

RELACION DE MUESTRAS POSITIVAS

No. de B. B. B. Cultivo L-J| Tipificacién
identificacién | Directas | NaOH | NaClO
861-34 + + M. atipica
862-35 + + M. atipica
863-36 + + M. atipica
934-42 + M. atipica
957-49 + + M. tuberculosis
958-50 + + M. tuberculosis
059-51 + + M. tuberculosis
968-55 ++ + M. atipica
989-64 + + + M. tuberculosis
1072-82 + ++ + M. tuberculosis
1073-83 ++ +++ +++ + M. tuberculosis
1075-85 ++ +++ +++ + M. tuberculosis
1199-110 +++ +++ +++ + M. tuberculosis
1200-111 +++ +++ +++ + M. tuberculosis
1201-112 +++ +++ +++ + M. tuberculosis
1505-128 + +++ +++ + M. tuberculosis
1515-136 +++ +++ +++ + M. tuberculosis
1941-296 + ++ ++ + M. tuberculosis
2318-293 ++ +++ +++ + M. tuberculosis
2448-340 + ++ ++ + M. tuberculosis
Total 10 12 19 20
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ANEXO V

CALCULOS

Cslculos de los pardmetros de control de calidad para Baciloscopias

Directas:
TUBERCULOSIS PULMONAR
E ES TOTAL
RESULTADO + 10 0 10
DE B. DIRECTAS — . 10 280 290
totaL] 20 280 300
Donde:
SENSIBILIDAD= -2 ESPECIFICIDAD -_4.
a+c b+d
Sensibilidad =—2— = 1% _ .50 = 50%
10+10 20
Especificidad =_280 _280_,_100%
0+280 280

a

VPP=
a+b

vPP =19 _1-100%
10+0

VPN=

VPN

d
c+d

=280 _096=96%

10+ 280

Para calcular el valor predictivo poblacional se utilizé el teorema de

Bayes:
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Considerando que la prevalencia de tuberculosis varfa del 17.3-22.8%
(valor medio 20.05%)y que el 80% de esta corresponde a tuberculosis
puhnonax47 (0.8 x 0.20 = 0.16), estos datos fueron sustituidos en el teorema de
Bayes.

P(+/E)e P(E)
P(+/E)e P(E)+ P(+/ E€) e P(E®)

P(E/+)=

Donde:

P(E) = 0.16 (con relacién al valor tedrico)

P(EY) = 0.84
P(+E) =—1r =10 _10_4
Pv+NF 10+10 20
PGE)=—1P =0
Nv+Fp  0+280
Substituyendo:
P(EH) = —— DO ;100

~ (0.5)(0.16) + (0)(0.84)

P(-/E)e P(E)
P(~{E)e P(E)+ P(—/ E€)e P(E®)

P(El-)=

Donde:
P(E) =0.16

P(E%) = 0.84

P(-E) - _10__1_,
Pv+NF 10+10 20
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Ny 280

P(-/E)

= = =1
Nv+Fp 280+0
Substituyendo:

P(E/) = ©@9O16) __0.08

= =0.0869 =~ 8.7%
(0.5)(0.16) + (1)(0.84) 0.92

Célculos de los pardmetros de control de calidad para Baciloscopias por
concentracién con NaOH al 4 %.

TUBERCULOSIS PULMONAR
E E° | TOTAL
RESULTADO + 12 0 12
DE B. NaOH - 8 280 288
AL4% T 20 280 300
Sensibilidad =—2_ =12 _ 0,60 ~ 60%
12+8 20
Especificidad = 280 _280_ ) 0~100%
0+280 280
VPP=_12 -10=100% vPN=_280_ _280_,97.97%
12+0 8+280 288

Para calcular el valor predictivo poblacional se utilizé el teorema de
Bayes:

P(E/+)= PIE)e ﬁ((; f},:(ff?: e P(E®)
Donde:
P(E)=0.16
P(E%) = 0.84
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1212

P(+/E) =

Pv+NF 12+8 20

0
Nv+Fp T0+280

P(+/E°) =

Substituyendo:

(0.6)(0.16)
(0.6)(0.16) + (0)(0.84)

=1.0=100%

P(E/+) =

P(=/E)e P(E)

PEEI-) = P(~/E)e P(E)+ P(~1E€) e P(E)

Donde:
P(E)=0.16
P(E%) =0.84

P(E) - -8 _8 o4
Pv+NF 12+8 20

Nv 280

PC- /E)_Nv+Fp 280+0

Substituyendo:

{0.4)(0.16)
(0.4)(0.16) + (1)(0.84)

0064
0.904

P(E/-) = =0.0707 = 7.0%

Célculos de los pardmetros de control de calidad para Baciloscopias por
concentracion con NaClQ al 5.25 %.

TUBERCULOSIS PULMONAR
: E E TOTAL
RESULTADO + 19 0 12
DE B. NaClO - 1 280 290
AL 5.25% 20 280 300




Sensibilidad =——=">=0.95=95%
19+1 20
Especificidad = 280 _280 1.0 = 100%
0+280 280
VPP =22 -10~100% VPN =_280_ _280_,49_g9q,
19+0 1+280 281

Para calcular el valor predictivo poblacional se utilizé el teorema de
Bayes:

P(E/+) = P(+/E)0P(E)C
P(+/E)e P(E)+ P(+/E€)® P(E)
Donde:
P(E)=0.16
P(E) = 0.84
PHE)=—2Y =19 _19 ;s
Pv+NF 19+1 20
P+E)=—1P___ 0 _,
Nv+Fp 0+280
Substituyendo:
P(E/+) =— 09018 0 00%

" (0.95)(0.16) + (0)(0.84)

P(EI-) = 19(—/5)-}9(15)C ‘
P(~/E)e P(E)+ P(~/E“)e P(E®)

Donde:

P(E)=0.16



P(E%) = 0.84

NF 1 1
- = = =—= 005
PC7E) Pv+NF 19+1 20
Ny 280
P(-/ES) = = =1
(-/E) NMNv+Fp 280+0
Substituyendo:
P(E/-)=— QO0DOLIO) 0008 _, 0001 0949

" (0.05)(0.16) + (1)(0.84)  0.848

CALCULOS PARA GRADO DE CONCORDANCIA

Para calcular el grado de concordancia entre los métodos entre si se

realizaron los siguientes cdlculos:

Concordancia entre Baciloscopias Directas y Baciloscopias por el
método de concentracién con hipoclorito de sodio al 5.25 %.

CONCORDANCIA ENTRE DOS METODOS DE DIAGNOSTICO
PARA TUBERCULOSIS PULMONAR
B. DIRECTAS
E E¢ TOTAL
B. NaClO + 10 9 19
AL S5.25% - 0 281 281
TOTAL 10 | 290 300

Para calcular la X de Cohen se utiliza:

_N@+d)-R
=22t 0 2R
N°-R
Donde:
R=u+t
U=ropcy
t =r;c;
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Por 1o tanto:

u = (10)(19) = 190
t=(290)(281) = 81490
R =190+81490 = 81680

_300(10+281)-81680 87300 81680 5620

=0.6754
300° - 81680 8320 8320

K=0.6754

La estimacién de la varianza de K es:

R(N+RIN)—-u(ry+c))—t(r, +c;)
R+ N*(N*=-2R)

Sk =

..y el error estdndar se obtiene a partir de la raiz cuadrada de la varianza por
lo tanto:

s, = [81680(300 +81680/300) ~190(19 +10) ~81490(281+290) _
x 81680 +300°[300° ~ 2(81680)

S = 81680(300 + 272.2667) — [(190)(29) |- 81490(571) =
x 6671622400 + 90,000(90,000 — 163360)

g - \/81680(572.2667)—~5510—46530790 _ \/206441.3334
K — —

=+/0.002982 =0.0546
6671622400 + (—6602400000) 69222400

$:=0.0546 y $°=0.002982

Los limites de confianza calculados para K son:

Al 95%; K - 1.960 S;; K +1.960 S,

0.6754-(1.960)(0.0546) = 0.6754-0.1070 = 0.5684 (limite inferior)

0.6754+(1.960)(0.546) = 0.6754 +0.1070 = 0.7824 (limite superior)
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El intervalo de confianza al 95% para la concordancia es de 0.5684 a

0.7824

Por lo tanto existe una concordancia del 57 — 78 % con el 95% de

confianza.

Concordancia entre Baciloscopias por concentracion con NaOH al
4% y Baciloscopias por el método de concentracién con hipoclorito de

sodio al 5.25 %.

B. NaClO
ALS5.25%

CONCORDANCIA ENTRE DOS METODOS DE DIAGNOSTICO
PARA TUBERCULOSIS PULMONAR

B. NaOH AL 4%

E E* TOTAL
+ 12 7 19
- 0 281 281
TOTAL 12 288 300

Para calcular la X de Cohen se utiliza:

k_N(a-i-d)—R
=
N*-R

Donde:

Por lo tanto:

u=(19)(12) =228
t=(281)(288) = 80928
R =228+80928 = 81156

R=u+t
U=roCp
t=r;c;

k —300(12 +281)~ 81156 _ 300(293)- 81156 _ 87900 —81156 _ 6744

300 - 81156

K=0.7625

La estimaci6n de la varianza calculado para K es:

90,000 - 81156

8844

3844

=0.7625
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_R(N+RIN)-u(r, +¢,)~1(r, +¢,)

SZK )
R*+N*(N*-2R)

...y €l error estdndar se obtiene a partir de la rafz cuadrada de la varianza por
lo tanto:

g - [B1156(300 +81156/300) -~ 22819 +12) —80928(281+ 288) _
. 811567 +300°[300% — 2(81156)

S = 81156(300 +270.52) - [(228)(31) |- 80928(569) _
K 6586296336 + 90,000(90,000 —162312)

S, = 81156(570.52) — 7068 - 46048032 _ \/246021.12 = /0.003145 = 0.0560
6586296336 + (—6508080000) 78216336

S, = 0.0560 S%.=0.003145

Los limites de confianza calculados para K son:
Al 95%; K - 1.960 Sy; K +1.960 S;
0.7625-(1.960)(0.0560) = 0.7625-0.1097 = 0.6528 (limite inferior)
0.7625+(1.960)(0.0560) = 0.7625 +0.1097 = 0.8722 (limite superior)

El intervalo de confianza al 95 % para la concordancia es de 0.6528 a
0.8722

Por lo tanto existe una concordancia del 65 — 87 % con el 95% de
confianza.
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Concordancia entre el método estandar (cultivo en el medio de
Lowestein-Jensen) y Baciloscopias por el método de concentracion con

hipoclorito de sodio al 5.25 %.

CONCORDANCIA ENTRE DOS METODOS DE DIAGNOSTICO
PARA TUBERCULOSIS PULMONAR

Método estandar
E E* TOTAL
B. NaOCl + 19 0 19
ALS5.25% - 1 280 281
TOTAL 20 280 300

Para calcular la K de Cohen se utiliza:

k=N(a+d)—R
N*-R
Donde:
R =u+tt
U= rogly
t=ric
Por lo tanto:

u=(19)20) =380
t=(281)(280) = 78680
R = 380+78680 = 79060

= 300(19 + 280) — 79060 _ 300(299) - 79060 _ 89700~ 79060 _ 10640 _ 0.9725
300 - 79060 90,000 - 79060 10940 10940
K=0.9725

La estimacion de la varianza calculado para X es:

S, = RIN+RINY—u(ry+¢c))—t(r, +¢,)
R*+N¥N?-2R)

... y el error estandar se obtiene de la raiz cuadrada de la varianza:
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S, = \/ 79060(300 + 79060/300) — 380(19 + 20) — 78680(280 + 281) _
¢ =

790607 + 3002 [300% — 2(79060) |

s = 79060(300 + 263.53) - [(380)(39) |- 78680(561) _
£ 6250483600 + 90,0600(90,000 —158120)

S, = 79060(563.53) —14820 ~ 44139480 =\f 398381.8 — /0.003378 = 0.0576
6250483600 + (—6130800000) 119683600

S =0.0576 5%:=0.003328
Los limites de confianza calculados para K son:
Al 95%; K ~ 1.960 Sy; K +1.960 S,
0.9725-(1.960)(0.0576) = 0.9725 -0.1128 = 0.8597 (limite inferior)
0.9725+(1.960)(0.0576) = 0.9725 +0.1128 = 1.0853 (limite superior)

El intervalo de confianza al 95% para la concordancia es de 0.8597 a
1.0853

Por lo tanto existe una concordancia del 86 —108 % con el 95% de
confianza.

Concordancia entre el método estandar (cultivo en el medio de
Lowestein-Jensen y el método de Baciloscopias por concentracién con
NaOH al 4%

CONCORDANCIA ENTRE DOS METODOS DE DIAGNOSTICO
PARA TUBERCULOSIS PULMONAR
Método estandar

E ES TOTAL
B. NaOH + 12 0 12
AL 4% - 8 280 288
TOTAL 20 | 280 300

106



Para calcular la K de Cohen se utiliza:

_N@+d)-R
N'-R
Donde:
R =u+t
U = roCo
t=r;cy

Por lo tanto:

u=(12)(20) = 240
t = (288)(280) = 80640
R =240+80640 = 80880

_300(12 + 280) — 80880 300(’792) 80880 _ 87600-80880 6720 = 0.7368
300° - 80880 90,000 — 80880 0120 T 9120

K=0.7368
La estimacién de la varianza calculado para K es:

R(N + RIN)~u(r, +c)—t(r, +¢,)
RP+ N (N*-2R)

S =

.. y el error estandar se obtiene de la raiz cuadrada de la varianza:

s, — [80880(300 +80880/300) ~ 240(12 + 20) — 80640(288 + 280) _
€ 80880° +300>[300° — 2(80880)]

s - 80880(300 + 269.6) - [(240)(32)]- 80640(568) _
* 6541574400 + 90,000(90,000 — 161760)

80880(569.6) — 7680 — 45803520 \/ 258048
Sy = / = =+/0.003102 =0.0557
g \ 6541574400 + (-6458400000) 83174400

S; = 0.0557 S$%,=0.003102
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Los limites de confianza calculados para K son:

Al 95%; K - 1.960 Sy; K +1.960 S

0.7368-(1.960)(0.0557) = 0.7368-0.1091 = 0.6277 (limite inferior)

0.7368+(1.960)(0.0557) = 0.7368+0.1091 = 0.8459 (limite superior)

El intervalo de confianza al 95% para la concordancia es de 0.6277 a

0.8459

Por lo tanto existe una concordancia del 63 —85 % con el 95% de

confianza.

Concordancia entre el método estandar (cultivo en el medio de
Lowestein-Jensen y el método de Baciloscopias Directas.

CONCORDANCIA ENTRE DOS METODOS DE DIAGNOSTICO
PARA TUBERCULOSIS PULMONAR

Método estandar

E E* TOTAL
B. DIRECTAS + 10 0 10
- 10 | 280 290
TOTAL 20 | 280 300

Para calcular la K de Cohen se utiliza:

k=N(aTa’)—R
N°—-R

Donde:

Por lo tanto:

u = (10)(20) = 200
t=(290)(280) = 81200
R = 200481200 = 81400

R=u+t
U=FoCy
t=rpe
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k= 300(10 + 280) — 81400 _ 300(290) - 81400 - 87000 - 81400 _ 5600 —0.6511

300° - 81400 90,000 - 81400 8600 8600

K =0.6511
La estimacion de la varianza calculado para X es:

_R(N+RIN)—u(r, +c,)—t(r, +c,)

S
X 2 IVE)
R°+N-(N"=-2R)

... y el error estandar se obtiene de la raiz cuadrada de la varianza:

¢ . [81400(300+81400/300) — 200(10 + 20) ~91200(290 + 280) _
« 81400° +300°300° - 2(81400)

¢ - [81400(300 +27133)— [(200)(30)]- 81200(570) _
~ 6625960000 + 90,000(90,000 — 162800)

81400(571.33) — 6000 — 46284000 / 216262
S, = = =+/0.002924 = 0.0540
¥ \/ 6625960000 + (-6552000000) 73960000

S, = 0.0540 5%, =0.002924

Los limites de confianza calculados para K son:
Al95%; K —1.960 S;; K +1.960 S,
0.6511-(1.960)(0.0540) = 0.6511-0.1058 = 0.5453 (Ifmite inferior)
0.6511+(1.960)(0.0540) = 0.6511+0.1058 = 0.7669 (limite superior)

El intervalo de confianza al 95% para la concordancia es de 0.5453 a
0.7669

Por lo tanto existe una concordancia del 54 =77 % con el 95%
confianza.

de
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