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RESUMEN:

Actualmente se reportan a 10 millones de nuevos casos dé tuberculosis en el mundo y s¢ ‘
considera de una tercera parte de la poblacién mundial se encuentra infectada. con riesgo de
desarrollar al enfermedad, debido a esto los investigadores se har dedicado a la tarea de
encontrar un medio rdpido sencille y eficaz para el diagndstico de tuberculosis. El
Mycobacterium tuberculpsis es un bacilo cido alcohol resistente. de crecimiento lento (
18-24 hrs.) por ello los medios tradicionales tardan aproximadamente de 4 2 8 semanas en
presentar desarrollo . el sistema MB/BacT, es un método colorimétrico semi awomatizado.
Gue contiene un medio liquide no marcade, y permite el desarrolle de M b en un promedic
de dos semanas. £l método de PhageTek es una prueba que consiste en la utilizacion de
bacteridfagos especificos para la deteccion en aproximadamente 3 dias del complejo M 1.
Objetivo compara la rapidez y sensibilidad del método semi auvtomatizado colorimétrico y
el fagotipo con Lowenstein Jensen para ¢} diagnostico de tuberculosis.

Hipdtesis: Los métodos por colorimetria y fagotipe deberan tener cuando menos la misma
sensibilidad que el cultivo tradicional,

Resultados se obtuvieron 272 muestras de 208 pacienies. ( 130 hombres 78 mujeres). de
muestras respiratorias en un 99%, en un periodo de 6 meses. MB/BacT comparado con L-]
mostré un sensibilidad de 98%. una especificidad de 98%.Y una eficacia de la prucba de
98%. Asi como una media en los dias de crecimiento de 18. comparada con 35 que mostré
L-T'{unap<0.0005)

PhageTek reportd 27 pruebas positivas v 180 pruebas negativas. en relacidn al cuitivo una
sensibilidad de 44%. una especificidad de 88% y una eficacia total de la prueba de 81%.
Conclusiones. En base a los resultados obtenidos. se concluye que cuando MB/BacT v
L-I se emplean juntos la sensibilidad se eleva hasta ¢l 100%. PhageTek mostré una baja

sensibilidad v 2lto numero de falsos positivos para el diagnédstico de M b,



5.- ANTECEDENTES CIENTIFICOS.
‘GENERALIDADES:

El género Mycobacterium comprende bacitos aerobios no moviles ni esporulados, de 0.2 a
0.6 por 1 a 10 micras, Su pared celular es rica en lipidos, lo que conviere a la superficie en
hidrofdbica ¥ a la micobacteria en resistente a desinfectantes y colorantes como el Gram o
el Giemsa. Una vez tefiidos se muestran resistentes a la decoloracion { bacilos acido-)
alcohol-resistentes ~-BAAR--), la mayoria de ias micobacterias crecen con lentitud y se
dividen sélo cada 12 a 24 horas, requiriendo pata su crecimiento en cultivo de 3 a 8
semanas. S¢ han descrito por lo menos 41 especies de micobacterias, 27 de las cuales se
aislaron de muesiras clinicas humanas, sin embargo el 95% de las infecciones son causadas
por s0lo 6 especies . M wberculosis (M th). M. avium, M. inracellulure. M kansasii. M.

Jortuitun, M. Bovis. M. chelonce y M. leprae { 1.2).

HISTORIA:

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas. conocidas por Ja humanidad. Esto
se demostrod con Ja observacion de lesiones tubercuiosas en la columna vertebral de momias
egipcias. Los griegos la denominaron “Tisis” que significa ™ Consuncién™ subrayando
emaciacidn en los casos crénicos. Durante la Revolucion Indusirial y la urbanizacion que
acompaii¢  a la misma en los siglos XVII y XVIIL la tuberculosis se convirlio en un
problema de proporciones epidémicas en Europa. siendo 1z causa de al menos el 20%. de
todas las muertes en Inglaterra y Gales en 1650. En EUA. la tasa de mertalidad anual por
tuberculosis, durante ia primera parte del siglo XIX fue aproximadamente de 400 por
100.000 en la poblacion general (3). Su eliologia se debatio al limite. hasta que en 1882
Robert Koch descubre el bacilo que lleva su nombre. Con [a mejoria de las condiciones de
vida y alimentacion, asi como €| aislamiento de los pacientes potencialmente infecciosos en
sanatorios, se produjo un efecto favorable sobre la epidemiologia de la wbercutosis, que se
mantuve hasta la primera mitad del siglo XX. en esta ¢poca con el descubrimienio de

farmacos de actividad amtimicobacteriana, se pensd. inchuso se evidencié una notable



disminucién del nimero de casos por afio. Esto se mantuvo hasta el altimo cuarto del siglo.

{4.5)

EPIDEMIOLOA A.

La tuberculosis se considera una enfermedad infecciosa, oportunista, crénica. insidiosa.
cuya disminucion en la incidencia que se venia observando a nivel mundial, cambid en la
década de los ochenta cuando se observé un notable aumento de casos, y una marcada
 resistencia a firmacos que mostraban buenos efectos terapéuticos. (4,5,30). El fendmeno
que se observo inicialmenie en EUA |, se noté pronto en Europa. En EUA en 1993 se
reportd al CDC un total de 22.813 nuevos casos de tuberculosis, lo que representd un
aurmento del 2.8% sobre el nivel mas bajo répoﬂado‘ En las mismas fechas la OMS reporto
un totai de 3.8 millones de nuevos casos a nive! mundial, 95% correspondientes a paises en
vias de desarrollo. {3.4.5).
Actualmente aparecen 10 millones de nuevos casos en el mundo cada afio v se estima que
fallecen alrededor de 3 millones de personas por dicha causa. Se considera que el 30% de la
poblacién mundial es portadora de Mycobacrerium tuberculosis ( M 1b } y por tanto esta en
riesgo de desarrollar la enfermedad. (6.7.8.35),
En el aumento espectacular de la patologia se consideran multiples factores, los cuales al
coincidir. desencadenan las condiciones propicias para el desarrollo de la enfermedad. una
situacion importante es la aparicién del HIV vy el sindreme de inmunodeficiencia adquirida
{80's). Entidad que establece la situacion ideal para la reactivacion de M th, Una persona
con primo-infeccidén por M Th, que adquiere el HIV presenta un riesgo anual del 3 ai 5% de
desarroilar tuberculosis activa. asi mismo en paises severamente éastégacios por ei SIDA
(Zambia, Tanzania. Malawi, Tailandia v EUA - NY.--) se ha observado un aumento
considerable de casos nuevos de tuberculosis, (3.6.8.9.28).
Otros factores gue lambién han influido son: alto nomero de migraciones del campo a ia
ciudad, ( cinturones de miseria). falta de empieo. lo que condiciona marginacion. deterioro
fisico y social { desnutricion, hacinamiento. drogadiceion ete.), iz.uc-apacidad de los
gobternos para mejorar programas de control vy tratamiento de la enfermedad cuando es

necesario. Otras entidades patologicas que condicionan ia alta incidencia son: Aumento en



¢l nimero de casos de Diabetes Mellitus y sus complicaciones, nuevos casos de neoplasias
malignas y enfermedades con

componente auto immupe, que ameritan tratamiento con glucocorticoides e
inmunosupresores. Por uGltimo la paricidn de cepas resistentes a los agentes

antimicobacterianos utilizados hasta la fecha { 5,6,7.9).

En México la Direccion general de Epidemiologia en su boletin No. 2 de enero del 2000,
informa de 13,930 casos de tuberculosis acumulados hasta diciembre de 1999, combarados
con 16455 casos durante 1998. De egta casuistica. menos del 5% fueron enfermos menores
de 13 afos de edad y el 90% tenia tuberculosis pulmonar. el 74% de los diagndsticos se
realizé por baciloscopia. En orden decreciente los estados més afectados son: Veracruz.
Chiapas, Nueve Leon Baja California Guerrero El Ede. De México para los cuales
corresponde el 50% aproximadamente de todos los casos. En México el riesgo de infeccion
o enfermedad tuberculosa. de acuerdo con la OMS. es relativamente uniforme en la
poblacién en orden de un 0.5%. Se estima que un riesgo anual de infeccién corresponde 2
una incidencia aproximada de 20,000 por cada 100.000 individuos con baciloscopia

positiva (6.7.).
PRONOSTICO.

La OMS estima que para la década que tenmina (907s) ocurriran 90 millones de nuevos
casos v 30 millones de muertes por éste padecimiento incluidos 4.5 millones de decesos en

la poblacion infantl. (7).

DIAGN BTICO:

La complejidad de la pared celular en la micobacteria determina algunas de las propiedades
de ia misma, como su virulencia. su resistencia al tratamiento v la dificultad para la
identificacion de! microorganismo con métodos tradicionales. Para el aislamiento primario
se han utilizado diversos medios de cultivo que tienen como base huevos coaguiados. el

mas utilizado por su buen resultado v bajo costo es el de Lowenstein-Jensen ( estandar de



oro). el cual permite el crecimiento en un periodo de 4 a 8§ semanas. por el lento
crecimiento de la micobacterta ( 1,2.3,7,11).

En 1977, Middlebrook y colaboradores elaboraron un medio liq{:ido (7H12), que contenia
acido palmitico marcado con Cl4, el cual podia utilizarse para la deteccién del crecimiento
de M th, en un sistema de camara de iones. Estudios iniciales demostraron gue un inocufado
de 200 unidades de organismos viables pueden detectarse en 7 2 14 dias promedio. El
equipo denominade BACTEC™, el cual ha sido utilizado con buenos resultados. presenta
algunas inconveniencias, como'son; el uso de material radiactivo, que lo hace poc_b
accesible a cualquier taboratorio d;e analisis clinicos. (10,11,12,13.15.16,17,18,19.20.22.}.
Middlebrook desarrollé otros medios con algunas diferencias en su composicion, (7H10.
7H11. 7H9) de los cuales el THY permite el crecimiento de micobacterias por fa produccion
de CO2 colorimétricamente, en un equipo incubador de botellas conectade a una PC
(MB/BacT™), que segiin estudios iniciales permite una rdpida deteccion del crecimiento de
M tb de 200 a 300 unidades de organismos vivos ( 2,14,15,16.17.18.20.21.33.34.). El

mencionado equipo se valorara contra Lowenstein ~Jensen { L-J } en ¢l presente estudio.
BACTERIOFAGOS:

Los bacteriéfagos son virus parasitos de las células bacterianas, que utilizan sus sistemas
generadores de energia. sus factores de sintesis de proteinas y sus aminoacidos celulares.
Desde el aislamiento del primer bacteridfago en 1947, se han aislado cerca de 250
diferentes. los cuales han aponiado grandes avances al conocimiento de las micobacterias.
Su aplicacion ha sido desde: estudios epidemnioidgicos  hasta drogo sensibilidad de la
micobacteria. En la deteccion de otras especies de bacterias se cuenia con el amecedente de
la utilizacion de fagotipo en las cepas estafiiocdcicas por el patrén de susceptibilidad a la
lisis por bacteriéfagos especificos. (1.24,25.26.27). En ¢l presente estudic se validard el
métode de fagotipo contra Lowensiein-Jensen. utilizando fagos tipo D29.

Otros métodos para el diagnostico de tuberculosis incluyen : Hemocultivos ( tb
extrapulmonar), pruebas seroldgicas las cuales no presentan suficiente sensibilidad para ser
de utilidad y PCR, cuya sensibilidad y especificidad superan el 90% en adulios, pero que

tiene serias limitaciones como recurso de salud publica, por el alto costo del material

1¢



($125.00 USD por prueba ), el equipo y la necesidad de personal altamente calificado Asi

como [a deteccidn de organisrnos no viables (2,3,7,31,32.).

6.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

Como Se menciond anteriormente, la tuberculosis es una enfermedad antigua, que se
cOMporta como oportunista, por ello su incidencia y prcvale‘ncia a nivel mundial a
aumentado en las ultimas dos décadas, contribuyendo a ello la aparicién de enfermedades
como el SIDA, el aumento de enfermedades auto inmunes, asi como las cronico-
degenerativas. En la actualidad se estima que aparecen 10 millones de nuevos casos al afio
en todo el munde, de jos cuales fallecen alrededor de 3 millones. También se ha caleulado

que el 30% de la poblacién mundial es portadora de M 1h (1,3,4,5,6,9).

Hasta e] momenio los medios de diagndstico. incluyen desde la tincién de Ziehl-Neelsen
y €l cultivo tradicional, hasta métodos bastante sofisticados y asi mismo poco accesibles a
la mayorta de la poblacién que es afectada. Desde hace aproximadamente dos décadas el
objetivo de los profesionales de la safud ha sido el crear un método. sencillo. répido v
eficaz para aislar al microorganismeo, lo cual ba resulsado en un rabajo arduo y pesado.
pues el M 1k crece con lentitud, requiriendo para su cultivo de 3 a 8 semanas en ¢l método
tradicional. Esto supone retardo en la instalacion de tratamiento adecuado, sobre todo en las
formas atipicas de la enfermedad. asi como fa posibilidad de perder a un gran nimero de

pacientes portadores {2.3.4.5.6.7.10.11.16.28),

JExistird wn método que sea lo suficientemente sensible, rdpide v accesible para ¢l

diagndstico de tuberculosis?



7.- OBIETIVO GENERAL.

Comparar la rapidez y sensibilidad del métode semi-automatizado colorimétrico de cultivo
y el método de fago tipificacién. en relacién con el método de Lowensiein Jensen. para el
diagnostico de tuberculosis.



8. HIPOYESIS:

Nuestro Estudic es una comparacion entre dos métodos diagndsticos con un estandar
establecido, por ello no se considera necesarie la elaboracion de una hipdtesis sin embargo
consideramos que los métodos en estudic deberfan tener cuande menos. la misma

sensibilidad v especificidad que los métodos tradicionales



9.- PROGRAMA DE TRABAIJQ,

9.1 CRITERIOS DE INCLUSION:
Se integraron al estudio todas aquellas muestras respiratorias de pacientes con sospecha o

diagnostico de tuberculosis pulmonar, con © sin otra patologia agregada.

CRITERIOS DE NO INCLUSI(N. .
Todas aqueilas muestras de pacientes que no contaron con sospecha diagndstica de

tuberculosis pulmeonar, asf come aquellas diferentes a expectoracidn o lavado bronguial.

CRITERIOS DE EXCLUSION,
i.-Las muestras insuficientes.

2.- Las muestras contaminadas.

9.2 TIPO DE ESTUDIO: s

Observacional. Prospectivo. Transversal, Descriptivo.

9.3 -TIEMPG APROXIMADO DEL ESTUDIO:
Duracion del estudie © 22 meses.
Fecha de inicio: Diciembre de 1599,

Fecha de témmino: Septiembre del 2001,
9.4 -VARIABLES.

VARIABLE INDEPENDIENTE: Los métodos utilizades en el estudio. Método tradicional
que utiliza el medio de Lowenstein Jensen. el método colorimétrico que wtiliza medio
liquido de Middlebrook ¥ fago upificacion que utiliza agar con base de medio de

Middlebrook.



VARIABLE DEPENDIENTE:

Crecimiento o no de la micobacteria en cada uno de los medios: Método tradicional
presencia de crecimiento de colonias en un promedio de 3 a 8 semanas ( positivo), sin
crecimiento (negativo),. método colorimétrico: produccién de CO2 por la micobacteria, |
presencia de grumos en el medio liquido en un promedio estimado de 12 a 14 dias
{positivo).ausencia de CO2 y grumos (negative), método de fagotipificacion presencia de
mas de 20 placas liticas en el medic de Agar, en 18 horas (positivo), menos de 10 placas

liticas (negativo).

9.5-TAMARO DE LA MUESTRA:

Tomando una prevalencia de 1.10% en el Hospital General { Estudio en tramite de
publicacion ), necesitamos 366 muestras para obtener un nivel de confianza del 95%. 0 579
para un nivel de confianza del 99%.

En 6 meses se intento cubrir el 95% de nivel de confianza, sin embargo sdlo obtuvimos
272 muestras, Hlegando con eilo al 90% de nive! de confianza.

Encuesta poblacional o estudio descriptive, usando muestras aleatorias simples:

Tamafio poblacional: 2.921.
Prevalencia esperada 1.10%,
Peor resultado 0.10%
Nivel de confianza Tamafio de la muestra
88% 168
Y% 267
93% 366
99% 579
99.9% 839
99.96% 1.353

FORMULA: Tamafio de 12 muestra = n/ { /poblacion)
N=Z*Z (P(1-P))/(D*D). (23).



9.6 - AN ALISIS ESTAHL STICO.

Usando los datos generados de la evaluacidn, sel determinaron las diferencias entre los
métodos con cotrespondencia a la sensibilidad clinica, aplicando la prueba de t de Studen
para muestras pareadas, con los datos positi{:os de las muestras. La prueba analiza la
‘diferenCia entre las proporciones de los resultados positivos para cada método. Un valor de
probabilidad menor de 0.05 indicaré una diferencia significativa en la sensibilidad clinica
de 105 sistemas.

También se utilizd una tabla de contingencia de 2 por 2. que es el métedo mas directo para
ilustrar la comparacion de una prueba diagnostica con el estandar ideal. con lo que se

obtuvo, la sensibilidad, la especificidad y el valor predictivo positivo y negativo.
5.7 - RECURSOS:

"HUMANOS: Personai del laboratorio. investigadores y becarios {(IMSS).

TECNICOS: Area e instalaciones de laboratorio de investigacion en Infectologia v 4rea de
microbioiogia del HGCMNR.

FINANCIEROS: Eiequipo (MB/BacT™), reactivos { PHAGETEK MB™ ) v material son

proporcionades por 12 casa comercial Organon/Técnica.
9.8 DISENO DEL ESTUDIO;

Por semana se tomaron todas las muestras respiratorias  ya desconlaminadas
(sedimento de Petroff) que previa revision de la libreta comespondiente, cubrieron los
criterios de inclusion. A cada una de las muestras obtenidas:

Primero; se fes realizo una baciloscopia utilizando Ia tincion de Ziehl- Neelsen,
Segundo: se sembraron en medio de Lowenstein-Jensen. {Estos pasos se Ilevaron a

cabo en el Hospital General CMNR.}.



"Tercero: se procedio a inocular 0.5 ml en un frasco especial con medio de Middlebrook
enriquecido, se incubaron a 37° C. En el sistema correspondiente.(método
colorimétrico).El tiempo necesario.

Cuarto: se procedid posteriormente a  centrifugar el sedimento restante con medio
enriquecido de Middiebrook y a incubar ( Iniciar. la técnica de fagos.).  (Estos pasos se
lievaron a cabo en la Unidad de Investigacién Biomédica en el Hospitai de Infeciologia

CMNR).

Se conté con una bitacora de registro ¥ seguimientos de cada uno de los procedimienios.
realizados, con fecha v hora asi como de cualquier observacion pertinente. En caso de
necesitar la notificacion del avance del esudio. |

Los resuitados tanto positivos come negativos, fueron notificados al drea de microbiologia
encargada del seguimiento del cultivo en Lowenstein-Jensen, para la notificacion del

médico correspondiente, y la instalacion pertinente del tratamiento.
METODO COLORIMETRICO:

Esta técnica utiliza un medio lHquido enriquecido de Middlebrook 7H9. en un frasco
especial estéril. el cual cuenta con un sensor en ia base del mismo permeable al CO2. El
cual al instalarse en una celda especial del equipo incubador ( MB/BacT™), cambia de
color al detectar CO2 bacteriane  interpretandose como positivo, Por el contrario. al no
haber produccion de CO2 el sensor no lo detecta, y no cambia de color, interpretandose
COMO negativo.

Se considerd upa prueba indirecta de medicion del crecimiento de Myeobacterium

tuhercudosis, en muestras respiratorias. { en nuestro estudio ).
PROCEDIMIENTO :

PASO 1. Tomar 0.5 ml de sedimento de Petroff. con una jeringa estéril, e inocular un
frasco de medio de Middlebrook 7H9 liquide. al cual se le agregd previamente 0.5 ml de

un coetel de anibiotico, limpiar la tapa con un agente micobactericida { fenol).



PASO 2. Rotudar cuidadosarnente el frasco en el area correspondiente. agregar clave del
Hospital. '

PASO 3. Ingresar a la camara incubadora, a la celda asignada por ef sistema de} MB/BacT.
PASO 4. Anotar en la bitdcora todos los datos de identificacion y agregar el cddigo de

barras correspondiente.

INTERPRETACI (N:

Cuando e! MB/BacT, nos indicé positividad para alguna de las botelias, se procedic a
retirarla del incubador, revisando la grafica de crecimiento. Posteriormente se reatizé un
extendido con material de la boteila exwaida, el cual se tifid con Ziehl- Neelsen para
bacilos acido-alcohol-resistentes (BAAR), al visualizarse dichos bacilos se indicod como
positiva, por el contrario al no observarse se indicé como negativa para BAAR. La
identificacion bioquimica del microorganismo se realizd en el drea de microbiclogia del

HGCMNR.

METQDO DE FAGOTIPIFICACI (N:

Esta técnica (PHAGE/TEK MB™)} utiliza bacteridéfagos especificos para el complejo
Mveobacterium tuberculosis (M th f. en la deteccion de dichos baciios presenies en
muestras respiratorias descontaminadas con Na OH al 4% ( Sedimento de Petroff). EL cual
puede leerse visuzlmente. en 72 horas. El principio del ensavo muestra la siguiente
secuencia: Los bacteridfagos especificos { D 29) infectan a los bacilos A th, presentes en
la muestra. se agrega entonces un virucida que destruve a tedos los bacteriéfagos que no
han infectado céiula alguna. mientras los bacteriéfagos que si infectaron. siguen
replicandose en las células diana (M th).viables, juego se agregan células colaboradoras
(Helpér), que corresponden a la especie Mycobacterium smegmatis de rapido crecimiento.
Para entonces los bacteridfagos han producido lisis celular y reinfectan z las céjulas Helper,
no patogénicas. Se siembran en medio de Agar, la aparicién de zonas claras (placas liticas)

en la siembra de células colaboradoras es indicio de positividad.



PROCEDIMIENTO:

PASO 1. Lavar ia muestra, con medio enriquecido 15 ml, incubar hasta el dia siguiente a
37° C. En un tubo de reaccidn especial.

PASO 2. Agregar al tubo de reaccion con Ja muestra, 100 microfitos de la solucién con
bacteriéfagos. incubar una hora 2 37° C,

PASQO 3. Agregar ala muestra 100 microlitros del virucida, agitar cuidadosamente.
incubar § minutos sobre la mesa de trabajo, agregar 5 ml de medio en;iquecido. ‘

PASO 4. Agregar a la muestra | ml de solucion conteniendo células coia\‘boradoras. a'gita:.
PASO 5, Tomar la caja de Petri, abrirla en medio estéril, agregar a muesira, y agregar 5 ml
de medio de Agar tibio, homogeneizar evitando salpicar o crear burbujas.

PASQO 6. Dejar asentar el cultivo,

PASQO 7. incubar a 37°C hasta el dia siguiente.
INTERPRETACION:

Se observan las cajas de Petri, al dia siguiente. buscando la presencia de placas liticas. De
cero a 19 placas se considera negativo, més de 20 placas se considera pesitivo para bacilos

VIVOS.
9.9.- CORRELACION CLINICA:

Se realizo la revision del expediente clinico del paciente medianie la aplicacion de un
cuestionario { ANEXQ 1). en el siguiente caso:

|.Fagos + de 20 placas liticas. con resto de pruebas negativas,

9.10.- ASPECTOS ETICOS,

Este estudio se apegd a ia norma ética del reglamento de la Ley General de Salud vla

declaracién de Helsinki. enmendada en 1993. Asi como at Codigo Sanitario de los Estados

Unidos mexicanos.



9.11 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Para la obtencion de muestras de éste protocolo. no se requirid la carta de consentimiento
informado, pueste que la técnica de obtencién de la muestra es parte de jos estudios de
rutina de] paciente. Para éste estudio, sélo necesitamos las muestras que el médico tratante
considerd necesarias para el diagnostico y se - utilizaron  después -de realizada la
bacitoscopiz y siembra en medio de “Lowenstein ~Jensgn” para no causar imerferencia con

el proceso de diagnostico de rutina,
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CUESTIONARIO
IDENTIFICACION DE PACIENTES CON TB

NOMBRE DEL PACIENTE

FILIACION EDAD SEXO
OCUPACI (N ESCOLARIDAD

ESTADO DE ORIGEN - FECHA

BACILOSCOPIAS FAGOS MB L-J

1. Antecedentes familiares de enfermedades cronicas:

a.) Si 1.1 Parentesco

b.} No

¢.) Loignora

2. Padecimiento actual (Signos v sintomas del paciente):~--

2.1 Tiempo de evolucion.

3 Diagnéstico:
a). Se realiza por signos y sintomas SyS.
b.)Se realiza por SyS + placa de torax. ]
c.)8e realiza por SyS + placa de torax + baciloscopia y/o L-J +.
d.} No se realiza diagnostico.
e.} Sélo por placa de torax,
f.) Solo baciloscopia y/o L-J.
g.) Cuenta con Dx previo de tb (7).

4.-a solicitud de laboratorio para bacilescopia o cultivo.
a.} se realizd por cuadro clinico compatible a th.
b.) Por Dx diferencial.
¢.) Por protocolo.
d.) Por datos radiotogicos de th.
e.) Se ignora.
4.1 El resultado del laboratorio apoyd ¢l diagnostico clinico?
a)Si
b) No
4.2 Causd confusion para el dx?
a) Si
b) No
4.3 Se solicité un estudio confirmatorio?
a)Si
b)No



4.4 Se localizd el resultado del laboratorio en el expediente?
a) Si
b) No

5. Tratamiento.

a) Se indico esquema de tratamiento para th de 6 meses |
b} Se indico esquema anti-microbiano.

¢} No se indico tratamiento

d)y Otro ( especificar ).

6. El paciente:
a) Continta en TX para th.
b} Termind su TX (alta por mejoria)
¢} Abandoné el TX (inconciuso).
d) No recibid TX para tb
¢} Alta por defuncion.

f) Otra causa { especificar)

7.5i habo dx previo de th.
7.1 tiempo de realizado
7.2 Ef Dx se realizé por

Observacionesg:--- -
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10. RESULTADOS.

Se obiuvieron 272 muestras {(de 208 pacientes ) en el transcurso de seis meses. El 62%
(130) correspondié al sexo mas;culéno, y 38% (78) al sexo femenino (figura 1},

Cuarenta y un pacientes contaron con mas de una muestra { de 2 a 9 ). Ef tipo de muestra
correspondié en s mayoria a Expectoracidn con 183 (68%), seguido por lavado bronquial
61 (23%), liquido pleuraj 23 (8%) y otros come otina.. liquido de empiema y jugo gastrico
correspondieron solo a 5 (1%) {figura 2).

Los servicios de procedencia de las muestras se distribuyeron como sigue: neumologia con
192 (70%), medicina interna 23 (8%), neumopediairia 22 (8%), nefrologia 15 (6%), unidad
de transplantes 7 {3%), y otros, como hematopediatia, gastropediatria. UCI y solicitudes sin

datos de procedencia correspondiendo a un total de 13 (5%) ( Tabla }).

Se identificaron como aduitos a 231 (85%) y como pacientes pedidtrices 2 41 (13%). Los
diagnosticos presuntivos de envie. fuéron: tuberculosis pulmonar 121 (45%). probable
tuberculosis 73 (27%). neumonia 19 (7%). hemoptisis 12 { 5% ). tos cronica en estudio 6 (
2%;). derrame pleural 16 (6%). fibrosis quistica 6 (2%). y 15 correspondientes a otros (5%)
{ Grafica 1 ).

La baciloscopia en relacidn al estdndar reportd 223 muestras verdaderas negativas. 27
verdaderas positivas. ! falsas positivas y [} falsas negativas. con una sensibifidad del
71%. v especificidad de} 93%. un VPP del 71%. VPN del 93% v eficacia 1otal en la prueba
del 92% (Tabla 23,

El sistema Mb/BacT ( méodo semi-automatizado colorimétrico ) fue evaluado con 272
muestras. de 208 pacientes. el 99.3% fueron de origen respiratorio. Se obtuvieron 42
cultivos positivos {15%). 230 se reportaron negatives ( 85%). El medio de Lowenstein-
Jensen sole identificd 39 cultivos positivos (14%) v 233 negalivos(86%). Siendo BAAR
positivos. 38 muestras. ( Tabla 3 ).

Solo  una muestra no se desarroilé en Mb/BacT, perteneciente a un paciente que

previamente recibio tratamiento antitubercuioso. Los 42 cuitives fueron detectados por ¢l

TESIS CON
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sistema entre 8 v 46 dias posteriores a la siembra. con una media de 18 dias, una mediana
de 16 y una moda de 17 dias En comparacion a L-]  mostrd crecimiento entre 21 y 63 dias
con una media, mediana y moda de 35 dias, obteniéndose un ahorro de tiempo de 17 dias
Se aplicd la t de Student para muestras pareadas con una p <0.0005 (Grafica ).

Al comparar los resultados con el estindar de oro (L-J} y aplicar las tablas de contingencia
2x 2, el sistema Mb/BacT presentd sensibi}i.dad del 97.4%, especificidad de 98%. un valor
predictivo positivo ( VPP )del 90%, valor predictivo negativo { VPN ) de 98% v una
eficacia de la prueba del 98%. ( Tabla2) ‘

La prueba de fago tipificacién ( PhageTek MB ), se aplico en 207 muestras procedentes
de 154 pacientes, wodas de origen respiratorio { limitacion de la prueba ). y se compararon
los resultados contra baciloscopia. Mb/BacT v cultive ( L-J y/o MB/BacT )-. Arrcjando
resuliados de 170 muestras negativas y 37 positivas, de las cuales 137 fuero verdaderas
negatiQas vy 10 verdaderas positivas en relacion a Cultivo, con 27 falsas positivas y 13
falsas negativas. Obtuvimes una sensibilidad con ésta prueba del 46%. especificidad del
889%. el VPP de 30%. VPN de 92% v eficacia en la prueba de} 82% ( Tabla 2).

Se tomaron 28 muestras para realizaries PCR ( Polymerase Chain Reaction ). 27 de ellas
positivas en cultivo v | negativa. evaluandose BAAR, MB/BacT, PhageTek v cultivo.
(Tabla 4)



11. DISCUSICN

El desarrollo de técnicas para la deteccion de micobacterias. siempre ha llamado [a atencién
de los investigadores, Sin embargo desde 1977, cuando Middlebrook desarrolld el medio
iiquido 7H12 para el sistema BACTEC que se utiliza en los paises industriafizados, se
evidencia la necesidad de crear métodos alternos, mas accesibles para s poblacién de
pases en desarrollo. regiones azotadas con la re-emergencia de ia tuberculosis como
problema de salud piblica.

El medio 7HY creado también por Middlebrook utilizado en sisterna MB/BacT, no utiliza
elementos marcados radiactivamente, eliminando asi, los permisos especiates y su zlto
costo. Siendo el método de eleccion en nuestro estudio.

La fago tipif’zcaciéh. surge también de la necesidad de contar con técnicas de rapida
identificacién del M b ( 48 hrs.), asi como de facil acceso v sin necesidad de equipos
sofisticados. En éste estudio comparamos ambas pruebas con fa baciloscopia y el cultivo en
Lowenstein Jensen ( estdndar de oro para el diagnéstice de tuberculosis ). ademads. una
parte de la muestra se comparé contra PCR.

Los resuitados obtenidos con el sistema MB/BacT son alemtadores. comparado con L-J
presenta un 98 % de sensibilidad y especificidad. ademas en nueswra experiencia
detectamos 3 miuestras que no mostraren desarrolle en L-J, lo que nos indica que su
sensibilidad parece ser mas alta. Al comparar los resuitados con PCR encontramos un 96%
de sensibilidad; los cuitivos positivos se detectaron de 8 a 25 dias (el 85%). v el resto
(13%) varié de 27 a 46 dias ( esta altima cifra corresponde a un paciente conocido que
reiniciaba tratamiento antituberculoso), '

Los cultivos obtenidos en  MB/BacT. nos permiten presumiblemente identificar  al
microorganisme como M b, mediante una tincion de Ziehl- Neelsen. al observar la
agrupacién de las cofonias con ¢l denominade Factor Cordon { 12 ) (Figura 3)

La figura 4 muestra la distribucion de los bacilos ¢ M smegmaris ) én un frotis. para

comparar con el de Afth y apreciar la diferencia.



La prueba de PhageTek, muestra una sensibilidad en refacion al estandar de oro del 46% y
una especificidad del 88%, VPP de 36% ( Tabla 2 ).
" Ademiés de algunas desventajas como : Una vez iniciado el proceso no puede suspenderse

hasta terminar a las 48 hrs. siguientes, asi como un alio niimero de falsos positivos.

Uno de los punto & analizar fue e} de la correlacion clinica de los resultados, se revisé la
alta frecuencia de falsos positivos en relacidén al estandar de oro. De 25 pacientes que
presemamﬁ falso positivos, 18 { 40%}, tienen tuberculosis pulmonar clinica ( Figura 3). -
Quince (60%) , padecen otras patologias pulmonares. Lo anterior podria deberse quiza a
que segiin ¢l proveedor { Organon/Técnica) PhageTek detecta un nimero muy peguefo de
bacilos por mililitro { aproximadamente 50 ). Asi mismo de los 25 resultados positivos
obsenidos por e} cultivo y comparados con PhageTek, se encontraron 13 negativos { falsos
negativos ) (Tabla 5 )

La figuras 6y 7 muestran un ejemplo resultados positivos y negativos para PhageTek.

L.as muestras analizadas con PCR. en relaciora cultivos positivos ( MB/BacT. L.J )
presentaron resuitados similares a los reportados en la literatura. Encontrando séle un

aparente falso negativo, el cual probablemente correspondié a M bovis.



12, CONCLUSIONES:

Los resultados demostraron que MB/BacT tiene ciertas ventajas sobre L-J:

1 Mayor ;apidez en la deteccion de los cultivos positivos ( unz media de 18 dias. contra
una media de 35 dias de L-] ).

2. Probablemente tenga més sensibilidad y especificidad. ya que detecté 3 muestras mas
que L-1,

3. Llevar a cabo el diagndstico presuntivo de M b por 1z formacidn del factor cordon.
4.Realizar PCR de material obtenido directamente de la botella.

5. Se utiliza la muestra exactamente igual que para cultivo tradicional.

Entre sus desventajas encontramos:

1.E] uso de jeringas hipodérmicas.

2. EL MB/BacT detecta cualquier rﬁécroorganismo que produzea CO2 ( bacterias levaduras
y hongos ).

3.No se aprecia morfologia colonial.

4.Un mayor costo del medio.

Consideramos que ef uso simultineo de MB/BacT y L-I eleva la sensibilidad al 100% por
o tanio recomendamos la wiilizacion de ambos para el diagndstico de rutina de

tuberculosis.

PhageTek presenta una gran variacion en su sensibilidad v especificidad. ya que pacientes
con tuberculosis identificada. dieron resultados negativos. por otra parie, pacientes con
cultivo negativo. se encontraren con resuitados positivos en ésta prueba. Debido a éstas
variaciones y al nimero de muesiras analizadas en €l estudio ( gue son 207, con un

intervalo de confianza del 90%) conciuimes que la prueba no es confiable.
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Figura 1. Distribucion por sexo de la muestra.

En ¢l estudio comparativo del sistema colorimétrico, fagotipo y cultivo tradicional se

obtuvieron 272 muestras de 208 pacientes de los cuales el 38% correspondid al sexo

femenine y 62% al sexo masculino.
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Figura 2. Tipo de muestras

Pleuf3| . 0“05

Lav, Brond RIS 60

El tipo de muestra incluido en el estudio correspondid en su mayoria a expectoracion y

lavado bronguial.
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Tabla No. 1. Servicios del Hospital General del CMNR incluidos en la

muestra

SERVICIOS No.DE - %

MUESTRAS
Neumologia 192 70
Neumopediatria j22 8
Nefrologia 15 6
Medicina 23 8
interna
Unidad de 7 3
transplantes
Otros I3 5
Total 272 100

La mayor parte de las muestras analizadas correspondieron a los servicios de neumologia

(adultos), medicina interna (adultos) y neumopediatria.



Grafica 1. Diagnosticos de envio, obtenidos de las solicitudes de laboratorio
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9_
Todos los pacientes de la muestra. se consideraban sospechosos de tberculosis. sin

embargo como se aprecia en la grafica se encontraron otros diagnosticos agregados .
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Tabla 2. Resultados obtenidos aj aplicar tablas de contingencia de 2 x2 , a las
diferentes pruebas.

I~ L-} |CULT|CULT|BAAR|B+ IB-

Prueba {BAARIMB |PCR [|Fagos |Fagos |Fagos Pagos
Sensib |71 97.4 |96 46 46 43 (33

Especif| 95 98 |100 |88 86 50 188
VPP |71 90 (100 |36 30 82 | 83
VPN |95 98 100 |92 86 50 |98
EP 92 98 |96 83 82 48 |86

Al aplicar las tablas de contingencia de 2 x 2. a cada prueba en relacion a su estandar se

obtuvieron jos resultados de sensibilidad. especificidad. VPP, VPN v EP de cada una.

Sensid= Sensibitidad L_J= Lowenstein jensen
Especif= Egpecificidad Cult = Cultive .
VPP= valor predictive positive B = Bacioscopia

VPN= Valor predictivo negativo
EP= Eficacia de Ja prugba

Ly
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TABLA 3. Andlisis general de resuitados de BAAR, Mb/BacT y L-J.

BAAR MB/BacT |L-J
Positivos 38 42 39
Negativos 234 230 233
Total 272 272 272

Comparacién de los resultades obtenidos de las muestras analizadas por ef sistema

MB/BacT, en relaciona BAAR Y L-J.
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Grafica 2. Desarrollo en dias de los cultivos

Dias de desarroilo de cultivos

—e— MB/BacT
— 8 |.-J

- “mufstras’

~ ™)

Diferenciza en dias en el desarrollo de los cultivos, L.-) se ejemplifica por fos cuadros en la parte superior de ia

figura con un minimo de 21 dias de desarrolio v un méaximo de 63.

MB/BacT por su parte muestra una minima de 8 dias v una maxima en 46 dias,
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Tabla 4. Resultados de las muestras comparadas contra PCR.

RESULTADOS |PCR

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
BAAR 21 7 28
Mb/BacT |27 1 28
FAGOS 19 9 28
PCR 26 2 28

Resultado de! anélisis comparativo de resultados entre BAAR, MB/BacT. fagos y PCR.
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Figura 3. Microfotografia de M tb donde se aprecia la formacidn del factor cordén.
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Figura 3. Microfotografia de M b donde se aprecia la formacion del factor cordon.
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Figura 4. Macrofotografia de M smegmatis, donde se aprecia su agrupacidn, para comparat

con la figura anterior.
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Figura 5. Pacientes que presentaron PhageTek positivo y resto de pruebas negativas.

Pacientes con cultivo negativg;l
fagos positivo.

Pa. con { linlea

Se revisaron 25 expedientes de pacientes que presentaban PhageTek positivo, pero con el resto de las
pruchas negativas {BAAR, cultivo, etc.) De los cuales 10 { 40%) presenta tuberculosis clinica, los otros 15 (

60%) con diagnosticos diferentes a th.
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Figura 6. Fotografia de una placa de agar con cero placas Iiticas ( resultado negativo ),
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Figura 7. Fotografia ¢ue mouestra una placa de agar con més de 20 placas liticas { resultado

positivo).
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Tabla 5. Comportamiento de PhageTek en relacidn a los cultivos positivos

No. de muestras Rango de placas Interpretacion clinica
liticas

9 ¢ 35 Negativo

2 6 10 Negativo j

i 1115 Negativo

i _ 16 20 Negativo

i2 > 20 | Pesitivo

En ios cultivos con resuitado positive la prueba de PhageTek, sdlo detecté como tales a 12 muesiras de un

totai de 27.
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