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GLOSARIO

ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO:

Es una macromolécula que forma parte de todas las células contiene la informacién
genética usada en el desarrollo y el funcionamiento de los organismos vivos
conocidos y de algunos virus, y es responsable de la transmisién hereditaria.

ACIDO RIBONUCLEICO:

Es un acido nucleico formado por una cadena de ribonucleétidos, es la molécula que
dirige las etapas intermedias de la sintesis proteica. Esta formado por ribosa, purinas
adenina y guanina, pirimidina citosina y uracilo

ACIDO RIBONUCLEICO RIBOSOMAL.:

Es el tipo de ARN mas abundante en las células y forma parte de los ribosomas que
se encargan de la sintesis de proteinas segun la secuencia de nucleétidos del ARN
mensajero.

ACIDOS MICOLICOS:

Son acidos grasos de alto peso molecular, alfa substituidos y betahiroxilados
encontrados formando ceras en las paredes celulares de especies del género
Mycobacterium, Nocardia Rhodococcus y Corynebacterium.

BACILOS ACIDO-ALCOHOL RESISTENTES:

Bacilos que resisten la decoloracion por un acido después de haber sido tefiido es la
propiedad fisica de algunas bacterias a la resistencia a la decoloracién de la fucsina
basica rojo la cual penetra en la pared celular por accion del fenol y el calor.

BACILO DE CALMETTE-GUERIN:

Es la vacuna contra la tuberculosis esta vacuna se prepara a partir de extracto
atenuado de Mycobacterium bovis que ha perdido su virulencia en cultivos artificiales,
manteniendo su poder antigénico. Se utiliza como modificante de la respuesta
bioldgica, puede accionar el sistema inmune para atacar los tumores.

HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS ADN o ARN:

Es un proceso por el cual se combinan dos cadenas de acidos nucleicos antiparalelas
y con secuencia de bases complementarias en una unica molécula de doble cadena,
que toma la estructura de doble hélice donde las bases nitrogenadas quedan ocultas
en el interior.

12



HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO RETARDADO:

Es el patron principal de respuesta a Mycobacterium tuberculosis, hongos, protozoos
y parasitos, este tipo de hipersensibilidad contribuye, asimismo al rechazo de los
transplantes es una reaccién medida por las células CD4+TH1, que secretan citocinas
especificas, cuando se encuentran frente a un antigeno procesado asociado al
complejo principal de histocompatibilidad MHC de clase II.

INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS:

Es una forma de respuesta inmunitaria adaptativa mediada por linfocitos T, Actua
como mecanismo de ataque en contra de los microorganismos intracelulares, como
virus y algunas bacterias capaces de sobrevivir y proliferar en el interior de los
fagocitos y otras células del huésped, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos
circulantes.

INTERFERON GAMMA:

Es un tipo de citoquina producida por los linfocitos T natural killer cuya funcion mas
importante es la activacion de los macrofagos, tanto en las respuestas inmunitaria
innatas como las respuestas celulares adaptativas

LIPOARABINOMANANO:
Es un compuesto que se halla anclado en la membrana citoplasmatica. Provoca una
respuesta antimicrobiana en macréfagos y esta recubierto por residuos de manosa.

LOWESTEIN-JENSEN:

Es un medio de cultivo solidificado, complejo, usado para el aislamiento de especies
del género Mycobacterium a partir de especimenes de pacientes con tuberculosis, El
medio de cultivo se prepara mezclando huevo de gallina con una mezcla de sales,
entre las cuales se encuentra la aspargina y sulfato de magnesio. Ademas de glicerol,
almidon de papa y verde de malaquita para impedir el crecimiento de bacterias
contaminantes.

Mc. FARLAND:

Método estandarizado de acuerdo al grado de turbidez para determinar el numero de
microorganismos en una suspension o cultivo microbiano, sin necesidad de cultivarlos
o de hacer uso de algun aparato espectrofotométrico.

POTENCIAL DE HIDROGENIONES:
Es una medida de la acidez o alcalinidad de una solucion. El pH indica la
concentracion de iones hidronio presentes en determinadas sustancias.
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PRUEBA DE LA TUBERCULINA
Es la prueba o intradermorreaccion de Mantoux que permite saber si la persona ha
estado expuesta a tuberculosis 0 ha sido infectada por el bacilo tuberculoso.

POLISMORFISMO DE LOS FRAGMENTOS DE RESTRICCION
Se refiere a secuencias especificas de nucleotidos en el ADN que son reconocidas y
cortadas por las enzimas de restriccion como las endonucleasas.

SONDA DE HIBRIDACION:

Es un proceso por el cual se combinan dos cadenas de acidos nucleicos

antiparalelas y con secuencia de bases complementarias, en una unica molécula de
doble cadena, que toma la estructura de doble hélice, donde las bases nitrogenadas
quedan ocultas en el interior.

SONICACION:

Es la aplicacion de ultrasonidos a una suspensién celular, intensa agitacidén producida
que destruye las membranas celulares, dependiendo de la frecuencia, intensidad y
energia aplicada.

TECNICA DE ZIEL-NIELSEEN:

Es una técnica de coloracion utilizada para mostrar la acido alcohol resistencia de las
micobacterias y las Nocardias, es muy utilizada en el diagnostico de la tuberculosis
los bacilos se tifien de rojo y se agrega una tincion de contraste de nombre azul de
metileno

UNIDADES RELATIVAS DE LUZ:
Es una reaccién de bioluminiscencia del sistema luciferina/luciferasa y demuestra el
rol del ATP como factor determinante en la emision de la luz.

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO:
Es la probabilidad de que la persona no tenga la enfermedad cuando la prueba
diagnodstica da un resultado negativo.

VALOR PREDICTIVO POSITIVO:
Estima la probabilidad de que el resultado de un estudio sea correcto o sea que un
individuo con resultado positivo, tenga la lesion.

VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA:
Es una enfermedad que afecta a todos los humanos infectados por el VIH es un
lentivirus de la familia retroviridae.
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Resumen

La tuberculosis es un problema de Salud Mundial se estima que la tercera parte de la
poblacién mundial se encuentra infectada con alguna cepa de Mycobacterium
Tuberculosis en estado latente. La capacidad de M. tuberculosis para entrar en
latencia representa uno de los principales retos para el control mundial de la

enfermedad.

Para que se establezca la infeccién pulmonar, los microorganismos deben llegar por
inhalaciéon a los espacios alveolares, donde son fagocitados por los macréfagos
pulmonares la complejidad de esta bacteria radica en la composicion de su pared
celular contiene enzimas que son capaces de destoxificar radicales libres e interferir

con eventos de trafico y sefalizacién intracelular.

El diagnostico inicial es clinico pero la clinica no es suficiente por lo que debe
complementarse con meétodos accesorios como son la prueba de tuberculina,la
baciloscopia con tincibn de Ziel-Nelseen, cultivo de Ldwestein-Jensen que se
considera el estandar de oro y es el unico método que puede aseguar el diagndstico

de certeza de Tuberculosis

En este estudio se analizaron 120 muestras de pacientes hospitalizados en el Centro
Médico Nacional la Raza Gaudencio Gonzalez Garza. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la utilidad de MTD directo en muestras de pacientes con busqueda de
Mycobacterium tuberculosis utilizando Gen-Probe MTD-2 correlacionandose con la
baciloscopia y el cultivo y saber si puede ser utilizado como una prueba diagndstica
inmediata por sus ventajas de proporcionar el resultado en menos de 24 horas de
muestras directas sometidas previamente a decontaminacion y posteriormente
utilizando MTD 2 y sondas de hibridacion con elementos de insercién 1S6110
decontaminandose realizandose tincion de Ziel-Nelssen, cultivo y sonicacién, en
nuestro estudio nosotros encontrabos una baja sensibilidad en la baciloscopia asi
como VPNP Y VPNP para Gen probe MTD bajo pero con buena sensibilidad y
especificidad, concluimos que la prueba es util y su gasto esta justificado, si se limita

Su uso a las muestras con baciloscopias positivas
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Abstract

Tuberculosis is a global health problem is estimated that one third of the world
population is infected with a strain of Mycobacterium Tuberculosis in latency. The
ability of M. latent tuberculosis to enter is one of the major challenges for global
disease control.

For the establishment of lung infection, microorganisms must arrive by inhalation to
the alveolar spaces, which are engulfed by pulmonary macrophages complexity of this
organism lies in the composition of their cell walls contain enzymes that are able to

detoxify free radicals and interfere with traffic events and intracellular signaling.

The initial diagnosis is clinical but the clinic is not enough for what methods should be
complemented with accessories such as the tuberculin test, smear stained with Ziel-
Nelsen, Lowenstein-Jensen culture is considered the gold standard and is the only
method that can gain sufficient assurance accurate diagnosis of TB.
This study analyzed 120 samples of patients hospitalized at the National Medical
Center Gaudencio Gonzalez Garza. The aim of this study was to evaluate the
usefulness of direct BAT samples from patients with Mycobacterium tuberculosis
search using Gen-Probe MTD-2 correlated with sputum microscopy and culture and
whether it can be used as a diagnostic test for its immediate benefits provide results
within 24 hours of direct samples previously subjected to decontamination and then
using MTD 2 and hybridization with probes IS6110 insertion elements were stained
decontaminated Ziel-Nelssen, culture and sonication, in our study we found ourselves
in a low sensitivity smear as well as VPNP And for Gen Probe MTD VPNP low but with
good sensitivity and specificity, we conclude that the test is useful and justified

spending, limiting their use to smear positive samples.
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MARCO TEORICO

1.1. Historia de Mycobacterium tuberculosis

La tuberculosis es la enfermedad mas antigua de la historia que se tiene registrada.
Se han encontrado lesiones raquideas caracteristicas de la tuberculosis en restos
humanos del periodo neolitico, y las pinturas en las tumbas egipcias ponen de

manifiesto la formacion clasica de la giba de la enfermedad de Pott .

Desde los tiempos de Hipdcrates hasta mediados del siglo XIX ni siquiera se admitia
la naturaleza infecciosa y contagiosa de la enfermedad, sino hasta el siglo XIX que se
empezo a aceptar la naturaleza infecciosa y transmisible de la tuberculosis , con los
trabajos de Villemin 1865 y sobre todo de Robert Koch en 1882 donde demuestra que
es una enfermedad infecciosa y transmisible consiguiendo aislar el bacilo del esputo
de los tuberculosos de los 8.417.000 de nocién o consumo indicaron que casi todos
estos individuos tenian la enfermedad cavitaria de los pulmones. Casos 3.724.000

eran portadores de baciloscopia positiva tasa de 62/100.000 23

Silvio 200 afios después describié pequefios nddulos duros en los pulmones. En el
siglo XVII esta enfermedad empezd a sefialarse en los registros de salud publica, y se
afirmo que era una enfermedad transmisible. En 1839, Johan Schdlein sugirié por

primera vez el nombre de tuberculosis (4)

En 1940 se iniciaron pruebas clinicas de los dos primeros farmacos eficaces con M.
tuberculosis hubo la impresién de que los progresos cientificos podrian dar como
resultado acabar con una enfermedad que habia plagado al género humano durante

siglos * °°.
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Sin embargo la capacidad para mutar y desarrollar resistencia a los antibiéticos por
parte de Mycobacterium tuberculosis acabaria por hacer fracasar el unico tratamiento

para tuberculosis * > 57,

1.2 Epidemiologia de la tuberculosis

La tuberculosis sigue siendo en el inicio de este nuevo milenio, la enfermedad
infecciosa humana mas importante que existe en el mundo a pesar de los esfuerzos
que se han invertido para su control en la ultima década. La OMS declara en 1993 a
la TB como la emergencia de salud a nivel mundial, los paises con escasos recursos
economicos donde vive el 65% de los casos de TB, las principales limitaciones son la
deficitaria infraestructura sanitaria y la extrema situacion de pobreza, en los paises de

recursos econdmicos medios vive el 30% de los casos de TB .

Las pésimas cifras actuales de infectados, enfermos y muertos por esta vieja endemia
obligan a realizar una profunda reflexién de lo que realmente esta fallando en el
control de una enfermedad curable desde hace mas de 40 afios y prevenible en la
comunidad desde hace ya varias décadas, en 1999 la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) estimo que se produjeron en el mundo 8.400.000 nuevos casos mismos
datos que obligaron a declarar a la TB como una emergencia de salud a nivel mundial
8.

La TB es una enfermedad infecciosa y transmisible esto hace que cada caso de TB
no solo implique un sufrimiento individual para el enfermo que la padece sino que la
comunidad que le rodea también se puede ver afectado por su capacidad de

transmitirla, la Unica forma de cortar la transmision de la TB es realizar un diagnéstico
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lo mas precoz posible y sobre todo conseguir la curacion de cada caso de
enfermedad ®.

Existen multiples especulaciones sobre el origen de la TB en la especie humana
situandose como una de las enfermedades mas antiguas que han afectado al hombre
el microorganismo productor de esta enfermedad es uno de los exponentes mas fieles
de la presion selectiva a la que han sido sometidas muchas especies y de una
capacidad de adaptacién a medios adversos realmente insuperable Mycobacterium
tiene su habitat natural en el agua y la tierra, ha ido desplazandose paulatinamente
hacia las poblaciones mas vulnerables del planeta o sea hacia aquellos lugares
donde la extrema pobreza no solo asegura su subsistencia y transmision sino también
donde los escasos recursos economicos no permiten la mas minima lucha contra este
microorganismo, por lo tanto sigue siendo en los inicios del milenio la enfermedad
infecciosa humana mas importante que existe en el mundo y el patégeno que mayor
numero de muertes sigue produciendo fatidico primer puesto en el que compite con el

virus de la inmunodeficiencia humana VIH &

La magnitud del problema de TB parece gigantesco desde una perspectiva global, en
1990, el numero de nuevos casos de todas formas de TB en los paises en desarrollo
era de 7.1 millones. Kochi estimo que habia 7.6 millones de nuevos casos de TB en
los paises en desarrollo y 400 000 nuevos casos adicionales en los paises

industrializados, lo que lleva al numero total de 8 millones de nuevos casos de TB
cada afno. Por tanto, se estima que el 95% de los casos de TB se producen en los
paises en desarrollo y que solo ocurren en los paises industrializados. El mayor

numero estimado de casos (cerca de cinco millones) parece encontrarse en Asia & °°.
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Sin embargo, las tasas estimadas mas elevadas se encuentran en Africa. Murray y
colaboradores calcularon una tasa de 229 casos por cada 100 000 habitantes en
Africa del sub Sahara y Kochi ha estimado un promedio de 272 casos por cada 100

000 habitantes en la regién africana '°.

Segun el Informe de la OMS de 1989 en los paises en desarrollo se producen 1.3
millones de casos y 450 000 defunciones de TB en nifios menores de 15 afios de
edad. Sin embargo desde el punto de vista econdmico el nUmero mas grande de
casos y defunciones se concentran en el grupo mas productivo de la poblacién (15 a
59 arios); 70 a 80% de los casos corresponden a este grupo de edad "*'".

La tuberculosis parece ser la causa principal de muerte como consecuencia de
infeccién por un solo agente patégeno en el mundo, y se estima que ocasiona 7% de
todas las defunciones y 26% de las que se pueden prevenir en potencia en el mundo.
Actualmente la tuberculosis es la cuarta causa de muerte por agentes infecciosos,
s6lo después de otras infecciones respiratorias. Del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (VIH/SIDA) y de infecciones gastrointestinales. Basados en los resultados
de la prueba de tuberculina, se estima que aproximadamente la tercera parte de la
poblacion mundial (2 mil millones de individuos) se encuentran infectados por alguna
cepa de MTC en estado latente. De estos 14.6 millones representan individuos con
tuberculosis activa, 8.9 millones de los cuales surgieron durante 2004, falleciendo
1.78 millones durante el mismo periodo & 0.

Pese a los esfuerzos realizados a nivel mundial y a los programas TAES y TAES-Plus

(Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado) implementados por la OMS, aun

no se ha tenido éxito en el control de esta enfermedad 2.
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La tuberculosis en estado latente puede evolucionar a tuberculosis activa cuando un
individuo entra en un estado inmunocomprometido (desnutricién, inmunodeficiencias,
transplantes o diabetes mellitus, enfermedad que en nuestro pais es otro problema de
salud publica ™.

Existen incrementos de los casos notificados de TB siete de 14 paises europeos
occidentales (Austria, Dinamarca, Irlanda, Italia, Paises Bajos, Noruega y Suiza) E
principal factor causante de la mayor parte de estos aumentos parece ser la
inmigracion desde paises en los que la prevalencia es mas elevada, sin embargo un
estudio en Italia experimentaron TB en 11.4% de los casos de Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) durante 1988 a 1989 2.

La tuberculosis sigue siendo en el inicio de este nuevo milenio, la enfermedad
infecciosa humana mas importante la poblacion infectada es de 1 900 millones,
enfermos con TB actual 16 millones, casos nuevos cada afio 8.8 millones muertes por
afo 1.7 millones, muertes por TB y VIH 230 000 mil, el 98% de las muertes ocurren en

paises en desarrollo 2.

La tuberculosis pulmonar es un problema de salud publica en México; afecta a
cualquier edad, con mayor frecuencia a la poblacién en edad productiva y de igual
forma a hombres y mujeres, se considera que un caso bacilifero que no recibe
tratamiento puede infectar, por ano, de 10 a 15 personas. En México se ha
identificado su registro de casos y mayor asociacion con diabetes mellitus, virus de
inmunodeficiencia humana, desnutricién y adicciones principalmente el alcoholismo, lo
cual ha venido a agravar el perfil de tuberculosis. 13

Las actividades de prevencion y control de la tuberculosis se iniciaron en México

durante la primera década del siglo XX. '**°
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En el afo 2000 en Meéxico se replantea el programa de Tuberculosis
multifarmacorresistente con la finalidad estratégica de atender y prevenir mayores
probleOmas en el futuro. '®

En México, durante los ultimos 10 anos, la morbilidad por tuberculosis pulmonar
mantuvo una tendencia estacionaria durante la primera mitad afos de la década,
ascendente a partir de 1994, alcanzando una cifra maxima de 20.6 casos por 100 000
habitantes en 1998 para descender hasta 15.6 casos por 100 000 habitantes en el
afo 2000. En el estado de Tlaxcala, y como cifra maxima 38 por 100 000 en el estado
de Tamaulipas. Los estados con incidencias mayores fueron Tamaulipas, Baja
California, Guerrero, Veracruz, Nuevo Leodn, Estado de México, Distrito Federal,
Michoacan, Yucatan, Aguascalientes, Puebla y Jalisco, no se observa diferencia por
género de edad mas afectado es el de la poblacién en edad productiva. 16

Los estados con tasas mas altas de tuberculosis en la poblacién pediatrica son : Baja
California (18.5); Tamaulipas(7.9); Baja California Sur (7.5);Colima (7-5); Sonora
(7.2);Guerrero (6.9); Chiapas (6.8) y Nayarit (5.7) recordando que la tasa nacional es
de 3.7 casos por cada 100mil menores de 18 afios.'"'®

Distrito Federal casos 602, tasa 6.84, defunciones 122 tasa 1.39 (SSA/DGE) tasa por
100,000 habitantes ""'®.

México ocupa el 3er lugar de incidencia, los casos de Tuberculosis pulmonar (TBP)
15432 es decir 15 de cada 100 000 muertes por TB 2.8/100 000 se notifican 68145
casos pero se estima que en realidad sean de 116 000 a 170 000 °.

La distribucion de casos de TB por paises también difiere dentro de una misma regién
desde ha ya varios afios se ha estimado que el 80% de la carga de TB en el mundo
se esta produciendo en 23 paises concretos que han sido declarados prioritarios por

la OMS son los paises mas poblados a la cabeza de todos ellos se encuentra la India
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con 1,847 000 nuevos casos estimados en 1999, la TB es una enfermedad curable
desde hace mas de 40 afos y de la que se conocen desde hace 30 afios.

Aun es mas triste observar las tremendas diferencias que existen entre las distintas
zonas del mundo y asi, mientras la enfermedad continua en la actualidad
completamente descontrolada en la gran mayoria de los paises pobres en las

naciones desarrolladas la TB declina desde hace mas de un siglo 20

La posibilidad de tuberculosis en el paciente transplantado es de 50% en los primeros
6 meses y de 60% durante el primer afio en pacientes con transplante de médula
Osea, con neoplasias solidas, insuficiencia renal cronica con o sin dialisis, desnutricion
grave, por la administracion prolongada de esteroides u otros farmacos
inmunosupresores, pacientes por VIH 50%, neoplasias solidas 1-36%, hemodialisis

10-15%, neoplasias hematolégicas 4-15%.2"

En nuestro pais, segun un reporte editado por el Comité Nacional de Lucha contra la
Tuberculosis y Enfermedades de aparato respiratorio mueren 5 mil mexicanos al ano
por esta enfermedad, se conocen cerca de 30 mil casos nuevos por afo y se infectan
cerca de 1,000 diariamente, ademas, 20% de pacientes con VIH-SIDA mueren por

tuberculosis y es la séptima causa de muerte en la poblacién econémicamente activa.

La tuberculosis infantil representa el 5.3% del total de casos reportados: las formas
clinicas mas frecuentes son: pulmonar, ganglionar, renal y meningea la edad
promedio de las defunciones en la poblacion menor de 18 afios es de 11+6.7 afios,
que representan poco mas de 10 mil anos de vida y mas de 6,500 afnos productivos

perdidos.?*
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1.3 Bacteriologia de Mycobacterium tuberculosis
En la actualidad el género Mycobacterium se reconocen en la actualidad por lo menos
otras 53 especies. Desde el punto de vista clinico, M. tuberculosis es el miembro mas

importante del género a causa de su potencial patolégicoZS.

Los miembros del género Mycobacterium son bastoncillos rectos o ligeramente
incurvados cuyo tamano varia entre 0.2 a 0.6 um de ancho por 1.0 a 10.0um de largo,
no esporulados, inméviles, aerobio estricto, acido-alcohol resistentes =,

No produce endosporas presentan una pared celular muy caracteristica, debido a su
alto contenido lipidico, la cual permite que colorantes como la carbolfucsina sean
retenidos por la bacteria, incluso después de llevar a cabo un lavado con alcohol-
acido (acido-alcohol resistentes). El contenido de lipidos de la pared celular es rico, y
estd constituido por acidos grasos a-alquilicos y B-hidroxilicos de peso molecular
elevado. Estos acidos micdlicos no son unicos del género, pues se encuentran
también en los géneros Nocardia, Corynebacterium y Rhodococcus. La longitud de la
cadena difiere entre estos géneros, y las micobacterias tienen el niumero mas grande

de atomos de carbono (60 a 90) en la estructura 2.

La estructura celular consta de una gruesa pared, separada de la membrana celular
por el espacio periplasmatico, con cuatro capas la mas interna es el glicopéptido o
peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina y acido-N-glucolilmuramico con

cortas cadenas de alanina, a diferencia de M. leprae que posee glicina, esta capa es
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el esqueleto de la bacteria que le da forma y rigidez. Externamente hay otras 3 capas
compuestas por un polimero de arabinosa y galactosa, otra formada por acidos
micolicos y otra superficial formada por lipidos como los sulfolipidos, el factor cordén
llamado asi por su aparente asociacion con la forma acordonada con que se agrupan
las micobacterias virulentas, y los micdsidos que son al igual que el anterior

glicolipidos 2* 24 2% 26.27

La composicion de la envoltura celular de las micobacterias es una caracteristica
distintiva de esta familia de microorganismos, ya que ademas de presentar a la
peptidoglicana contienen micolil-arabinogalactano, formado por polimeros de
arabinosa y galactosa, que se encuentran esterificados a los acidos micdlicos; otro
componente de la envoltura es la lipoarabinomanana (LAM), formada por residuos de
D-arabinosa, D-manosa y acidos micélicos; (Fig.2). También se encuentran lipidos
como los glicopeptidos, glicolipidos fendlicos, sulfatidos, ceras, fosfolipidos y esteres
de trehalosa 2% 24 252627

El contenido de lipidos de la pared celular es rico, y esta constituido por acidos grasos
alfa-alquilicos y B-hidroxilicos de peso molecular elevado. Estos acidos micdlicos no
son unicos del género, pues se encuentran también en los géneros Nocardia,
Corynebacterium y Rhodococcus. La longitud de la cadena difiere entre estos
géneros, y las micobacterias tienen el niumero mas grande de atomos de carbono (60
a 90) en la estructura 2% 24 2% 26.27,

Su genoma posee altas proporciones de Guanina y Citosina (G+C) en un 64-72%

respectivamente. La morfologia colonial varia entre las diferentes especies, desde

lisas a rugosas y desde pigmentadas a no pigmentadas, el color de las colonias
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puede ser crema, blanco, amarillo 0 anaranjado. Algunas especies requieren luz para

sintetizar pigmentos (fotocromdgenas), y otras los sintetizan tanto en presencia como

23, 24, 25, 26,27

en ausencia de su luz (escotocromégenas) (Fig.1).

Fig. 1 Morfologia de Mycobacterium tuberculosis
Tomado de http://www.antirak-center.ru/upd/mycobacterium tuberculosis

El crecimiento de las colonias varia segun la especie, con tiempos de generacion que
van desde 2 hasta 200 horas (fig. 1). Las temperaturas 6ptimas de crecimiento varian
desde 30 a 45 ° C. La mayoria de las especies se adapta a crecer en sustratos
simples, utilizando amonio y aminoacidos como fuentes de nitrégeno y glicerol como
fuente de carbono en presencia de sales minerales. Las micobacterias son muy
resistentes a la desecacion. El medio ambiente en el que se encuentran constituye un
factor muy importante para su viabilidad cuando se expone a la luz solar directa, los
bacilos tuberculosis de los cultivos son destruidos en 2 horas, las micobacterias son
mas resistentes a la desinfeccion con productos quimicos que otros microorganismos
formadores de esporas, probablemente como consecuencia de su contenido en
lipidos. Son sensibles al calor humedo y destruido por las temperaturas de

pasteurizacion 2 24 252627,
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Fig.2 Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis. Los acidos micdlicos
estan unidos a la capa de arabinésido galactosa en el lado de la cadena de arabinésido. Los
enlaces de los ésteres de fosforo unen la capa de arabinogalactano a la capa de peptidoglicanos

subyacentes en la subunidad del acido muramico. Wayne

1.4 Patogénesis e Inmunologia de la Tuberculosis

La infeccién inicial por el bacilo se transmite por el aire. Como Mycobacterium
tuberculosis no contiene enzimas que le permitan penetrar por el moco, los
microorganismos deben encontrarse en particulas de tamafo suficientemente
pequeios menos de 5 um para penetrar en la zona alveolar, sitio en el que no hay
moco. Aunque no se conoce la dosis infecciosa minima de M. tuberculosis para el
hombre, en conejos y cobayos puede bastar con uno a tres microorganismos vivos los
macrofagos alveolares residentes se encuentran inactivados los monocitos recién
llegados al sitio no podran matar a M. tuberculosis intracelular, que se duplicara
dentro de los macréfagos y aumentara en numero con rapidez. Durante este periodo
antes que ocurra el desarrollo de la inmunidad especifica, es cuando los
microorganismos apareceran en los ganglios linfaticos que drenan la region. En

seguida sobrevendran bacteriemia o diseminacién hematégena 2% 2°3°,
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Tras varias semanas de crecimiento no inhibido de M. tuberculosis, sobreviene una
reaccion inmunolégica que da por resultado interrupcién del crecimiento bacteriano.
Pueden quedar eliminados por completos los microorganismos en el sitio de infeccion
inicial (infeccion primaria) (Fig. 3). Sin embargo, en los sitios de diseminacion bacilar
por via hematdégena los microorganismos pueden persistir pero con crecimiento
detenido. Meses a afos después, por motivos que no han podido dilucidarse aun el
microorganismo empieza a reproducirse con mayor rapidez y da como resultado
desarrollo de tuberculosis sintomatica aunque estas lesiones pueden encontrarse en
cualquier sitio del cuerpo, se observa mas a menudo en apices pulmonares, huesos,
ganglios linfaticos, meninges y rifiones se cree que las tensiones tisulares elevadas
de oxigeno son un factor de gran importancia en la localizacién y el crecimiento
sostenido de M. tuberculosis en estas localizaciones.

Existen factores de virulencia como el factor cordén conocido ahora como dimicolato
de trehalosa, tiene actividades toxicas, pero es dudosa su funcion como factor de
virulencia, hay sulfolipidos en las cepas virulentas de M. tuberculosis que intensifican
la toxicidad del factor corddn, se encuentran micésidos de superficie especificos de
especie (glucolipidos) que constituyen una zona transparente a los electrones

alrededor de los microorganismos 3" 3% 3334,

El lipoarabinomanano (LAM) es un constituyente de tipo polisacarido de la pared
celular principal que puede actuar como factor de virulencia por sus diversas
interacciones comprobadas con el sistema inmunolégico del huésped. EI LAM inhibe,
del mismo modo, la produccion de interferon gamma (IFN-y) y funciona como

depredador de los radicales libres de oxigeno 3" 3% 3334,
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Latencia La capacidad M. tuberculosis para entrar en latencia representa uno de los
principales obstaculos para el control mundial de la enfermedad. Por lo tanto, la
comprensién de los mecanismos que capacitan a M. tuberculosis para llevar a cabo la
transicion de un crecimiento activo a un estado latente, asi como los involucrados en
la sobrevivencia y en la reactivacion, son fundamentales para plantear una nueva
estrategia para erradicar la enfermedad 3" 3% 3334,

En fisiologia bacteriana, el término “latencia” se emplea para definir un “estado
reversible de la baja actividad metabdlica en el cual las células pueden persistir por
periodos largos sin dividirse. Algunos de los factores que han sido considerados para
el inicio de la latencia incluyen la falta de nutriente, los valores extremos de pH vy la
falta de oxigeno 3" 323334,

La hipersensibilidad de tipo retardado (HTR) y la inmunidad mediada por células
(IMC) inhiben el crecimiento intracelular de los bacilos tuberculosos en el caso de la
IMC los monocitos se reclutan primero en el tubérculo o granuloma por citocinas
producidas por las células T sensibilizadas, y a continuacion activan otras citocinas
para que destruyan a los microorganismos intracelulares. Los monocitos se
diferencian en células epitelioides durante este proceso. La HTR es un mecanismo
por medio del cual se destruyen los macréfagos no activados cargados de bacilos.
Esto elimina un ambiente favorable para el crecimiento bacteriano, pero ocurre por un
proceso de necrosis caseificante y a costa de los tejidos del huésped. Si se licua el
foco caseoso, el ambiente vuelve a convertirse favorable para el crecimiento
extracelular de M. tuberculosis 3 36 37 38.39.

Se ha demostrado en estudios experimentales que después de la inmunizacion de
ratones con BCG o cepa Erdman de M. tuberculosis los linfocitos esplénicos

transfieren al ratén virgen, de manera adoptiva inmunidad protectora a esta infeccion

contra una carga aerégena de M. tuberculosis virulenta.
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La transferencia de inmunidad protectora y HTR es disociable, pues cada fenémeno
resulta mediado por diferentes poblaciones de linfocitos esplénicos. Desde el punto de
vista funcional, los linfocitos CD4+ se pueden dividir en células T protectoras, que
aparecen pronto, producen grandes cantidades de IFN-y se relacionan temporalmente
con el principio de eliminacion bacteriana, y las células T citoliticas que se
incrementan en numero mas tarde. Las células CD8+ produc4en también IFN- vy y
desempefian una funcionar menor en la inmunidad protectora 3% 3¢ 37- 38:39,

Como agente patdgeno intracelular facultativo, M. tuberculosis se duplica dentro de
los fagocitos mononucleares. El interferon Gamma (IFN- y). Estimula la destruccion
intracelular de M. tuberculosis. Dada la interaccion compleja de las citocinas para
regular la funcién efectora del fagocito mononuclear contra las micobacterias es de
gran interés que la ingestion de micobacterias induce expresién de citocinas

activadoras y desactivadoras de macréfagos 3% 3¢ 373839,
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Fig. 3. Respuesta inmunitaria de Mycobacterium tuberculosis. Bacteriologia Médica
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Durante la primo infeccion el 95% de los pacientes permanecen asintomaticos y solo
el 5% desarrollan enfermedad aparente, este proceso puede tener lugar en cualquier
momento de la vida y se inicia con la inhalacion de particulas cargadas de bacilos por
parte de una persona no expuesta previamente. Los bacilos tuberculosos se
encuentran en la regién alveolar con tres tipos de células que potencialmente se
oponen a la infeccion los macréfagos alveolares en la luz y las células “natural killer”
las mycobacterias inhiben los sistemas bactericidas de estas células se puede
comprender que en esta fase predomine el crecimiento bacteriano todos los
mecanismos bactericidas macréfagos son anulados por productos derivados de las
mycobacterias, asi los glicolipidos inhiben la fusion fagolisosomal, otros componentes
alteran el pH acido lisosomal dificultando la accién enzimatica , la catalasa destruye al
peréxido de hidrogeno y diversos componentes micobacterianos inhiben la generacién
de superodxido esta fase termina con la destruccidn de los macréfagos y el crecimiento

intracelular de los bacilos 3% 3¢ 37:38.39,

1.5 Caracteristicas de la tuberculosis

La tuberculosis (TB), es una enfermedad infecciosa causa por micobacterias del
“Complejo Mycobacterium tuberculosis” (MTC), que incluye a las especies M.
africanum, M. bovis, M. canetti, M microti, y M. tuberculosis. Afecta principalmente a
los pulmones (tuberculosis pulmonar) pero también al sistema nervioso central, al
sistema linfatico, al sistema circulatorio, al aparato genitourinario, a los huesos y a las

articulaciones “%#1
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Se denomino tuberculosis al reconocerse que la lesién pulmonar caracteristica
consistia en la formacion de un nédulo limitado 6 “tubérculo”, en el que existe una
proliferacion celular reactiva, junto al depdsito de una materia amorfa, amarilla y
densa, parecida al queso: “materia caseosa” Fig. 4.

Los principales sintomas de la tuberculosis pulmonar son: tos productiva con duracién
de mas de tres semanas, dolor al respirar y toser, pérdida de peso, fatiga, fiebre
ligera, sudoracién nocturna, estornudos y pérdida de apetito 4% 442,

Para que se establezca la infeccién pulmonar, los microorganismos deben llegar por
inhalaciéon a los espacios alveolares, donde son fagocitados por los macréfagos
pulmonares. La pared celular micobacteriana, tiene una gran cantidad de enzimas
capaces de destoxificar radicales libres y la capacidad de las micobacterias de
interferir con los eventos de trafico y sefalizacion intracelular, les permite ocupar un
fagosoma inmaduro, por lo que escapan de los mecanismos microbicidas del
macrofago no activado y se replican en su interior. Sin embargo, las micobacterias
son internalizadas también en células dendriticas locales, que migran a los nédulos

linfaticos cercanos donde activan células T, las cuales retornan al pulmén e

incrementan la respuesta antimicrobiana mediante el reclutamiento y activacion de

40, 41,42

macrdéfagos adicionales.

-]

Fig. 4 Las lesiones tipicas radiologicas son apicales, en hemitorax derecho, en segmentos posteriores y
generalmente formando cavidades tomado de la Enciclopedia libre wikipedia
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Esta capacidad de la micobacteria para interferir con la maduracién celular esta
disminuida cuando este microorganismo se internaliza en los macréfagos que han
sido activados por interferon gamma (IFN-y). En la mayoria de los individuos, esta
comunicacioén entre las ramas innatas y adaptativas del sistema inmunoldgico pueden
controlar la infeccion sin que el huésped presente una sintomatologia perceptible.

El control de la infeccion ocurre mediante la formacién de granulomas en el sitio de
primoinfeccion y en los ganglios linfaticos del hilio pulmonar, dichas estructuras son
producto de una reaccién de hipersensibilidad tipo IV inducida por las micobacterias, y
consiste de un nucleo central de necrosis caseosa amorfa rodeada por una primera
capa de macrofagos activados y células de Langhans, que contienen dentro de sus
fagosomas a las micobacterias *>#4*°.

Hacia el exterior del granuloma se encuentran capas mixtas de linfocitos T y B, células
dendriticas, neutrdfilos, fibroblastos y componentes de la matriz extracelular que
sellan el granuloma y que participan en su mantenimiento y en el aislamiento de la
infeccion 434445,

El 95% de los individuos infectados con TB controlan al bacilo mediante la formacién
de granulomas, sin embargo, las micobacterias no son eliminadas de su interior y
pueden persistir por periodos largos conservando el potencial de reiniciar el
crecimiento y eventualmente causar una tuberculosis activa. Se estima que del 5 al
10% de las tuberculosis primarias pueden reactivarse causando progresion de las
lesiones primarias a una enfermedad diseminada e incluso la muerte. Se sabe

también de individuos con tuberculosis pueden sufrir una reinfeccion por una cepa

diferente (Fig.5). *344%°,
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El espectro de la tuberculosis inicia con una infeccién pulmonar primaria autolimitada,

pasa por fases intermedias de la enfermedad hasta producir tuberculosis diseminada

y Muerte 434445

Fig.5 Evolucion de la tuberculosis, Mycobacterium llega por inhalacién a los espacios alveolares
estableciéndose asi la infeccion primaria en pulmoén esta es controlada por la formacién de
granulomas donde las micobacterias permanecen en latencia, y en cualquier momento se activa y
que puede progresar a una enfermedad diseminada.

La infeccidbn en niflos es paucibacilar y el contagio se produce desde un adulto
bacilifero a un nifio. El cuadro predominante es el pulmonar, la mayor parte de los
nifos que se infectan no desarrollan sintomas. Otra proporciéon de los pacientes
tienen bajo de grado de fiebre, tos escasa y decaimiento, la lesion segmentaria del
pulmén se desarrolla con mayor frecuencia en los nifios < 1 afo (40%) contra un 15%

en los nifios mayores 0 41:4243:44 45,

Cuando el paciente presenta sintomas puede observarse: fiebre de predominio

nocturno y de bajo grado, tos seca y luego expectoracion purulenta, disminucién de
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peso, anorexia sudoracién nocturna, irritabilidad y falla en el crecimiento, taquipnea y

disnea se presenta cuando existe afectaciéon del parénquima en forma significativa.

La forma clinica mas frecuente es la afectacion lobar puede estar afectado cualquier
[6bulo y en un 25% puede haber mas de un foco. La neumonia y la caverna

tuberculosa se presentan con poca frecuencias en nifos es mas frecuente en adultos

40, 41,4243.44 45

1.6 Diagnéstico de Tuberculosis

1.6.1 El diagndstico inicial es clinico se realiza con alta sospecha de acuerdo al
cuadro clinico del paciente pero no es especifico al igual que la radiografia es una
técnica muy sensible para el diagnéstico de TB pulmonar en pacientes
inmunocompetentes, aunque es completamente inespecifica ya que no hay ningun
signo patognomoénico por muy sugestivo que parezca. Es por ello aunque existan
lesiones radiolégicas altamente sugestivas de TB, esto solo indicara que se deben

realizar los estudios microbioldgicos oportunos para confirmar el diagnostico 4°4¢.

El diagnéstico de la TB se debe basar en un conjunto de métodos accesorios y la
confirmacién del mismo mediante técnicas microbiolégicas, los métodos accesorios
son muy inespecificos e incluyen las manifestaciones clinicas, radiolégicas y la
prueba de tuberculina (PT). La TB carece de sintomas, hallazgos exploratorios, o
datos analiticos propios que permitan diferenciarla con claridad de otras
enfermedades respiratorias. El comienzo es, la mayoria de las ocasiones, insidioso y
poco alarmante, por lo que pueden pasar varios meses hasta que se llegue al

diagnostico®® 6.

El diagndstico es clinico, radiolégico y microbioldgico, a la exploracion fisica

encontramos eritema nodoso, adenopatias, fistulas cervicales y submaxilares,



afeccion osteoarticular, disfonia, ante un paciente con sospecha de TB se le deben

realizar siempre radiografia de térax.

1.6.2. Prueba de tuberculina (PT) tiene un valor muy limitado en el diagndstico de la
enfermedad tuberculosa, Sin embargo en nifios, sobre todo en menores de 5 anos,
donde la prevalencia de la infeccién por M. tuberculosis es muy baja, la presencia de
una PT positiva, indica, una infeccion muy reciente, con elevada probabilidad de
producir enfermedad por progresion o primo infeccién. (fig. 5). Nunca una PT
negativa puede excluir ya que el paciente puede encontrarse en alguna de las
situaciones que pueden deprimir la respuesta a la tuberculina entre las que se

incluyen la TB diseminada, TB pleural y los pacientes de edad avanzada

45, 46, 47, 48,49

frecuentemente tienen la PT negativa

Fig. 6 Prueba de Tuberculina mediante la Lectura e interpretacion de la prueba

Técnica de Mantoux test cutaneo de tuberculina la lectura se realiza alas 48y 72
Tomada de 200px.Mantoux horas midiendo la induracion consideramos
tuberculin skin test positiva si el didmetro de la induracion es mayor
Utiliza PPD como reactivo a 10mm.

Por lo tanto es necesario realizar un seriado de baciloscopias de esputo. Si estas
son positivas se asume el diagnéstico. La base del diagnostico en los paises de

escasos Yy medios recursos econdmicos sigue siendo la baciloscopia mediante la
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tincion de Ziehl-Neelsen ( Fig. 6 ) en base a su sencillez, rapidez, reproductibilidad,
bajo costo su principal inconveniente es su baja sensibilidad que esta condicionada
por el grado de afectacion, la calidad de la muestra y el tiempo que dedica el

observador para informar una baciloscopia como negativa “64748,

Otra técnica basica en el diagnéstico de la TB es el cultivo sobre medio de
Léwestein-Jensen (LW) unico método que puede asegurar la certeza de TB y el unico
que es completamente valido tienen mayor sensibilidad que la baciloscopia, sin
embargo los inconvenientes de la larga espera necesaria para obtener el resultado es

de 6 a 8 semanas minimo 464748,

El diagndstico microbiologico convencional de la TB se base en cuatro etapas
sucesivas: la tincién de la muestra para vision directa a través del microscopio
(baciloscopia), el cultivo de medio sélido, la identificaciéon por técnicas bioquimicas y

las pruebas de sensibilidad a farmacos*®4748,

Los frotis para la captura directa de las micobacterias pueden brindar la primera
confirmacién del diagnéstico clinico, y a menudo esto se logra en unas cuantas horas
después de recolectar una muestra de esputo temprano por la manana. Los frotis
deben prepararse después de la digestion y descontaminacién y de concentrar las
muestras que tienden a estar contaminadas por flora normal, o directamente a partir
de muestras estériles después de procedimientos de trituracién o concentracion.

En cierta época la tincién preferida era la de Ziehl-Neelsen pero en la actualidad es
preferible emplear uno de los preparados de coloracion fluorescente son mas
sensibles para identificar los bacilos acidorresistentes segun el tiempo requerido para

revisar la laminilla.
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1.6.3 Baciloscopia M. tuberculosis es desde el punto de vista técnico tintorial, un
germen Gram-positivo frecuentemente incoloro, por lo que habitualmente no es
visualizado en muestras procesadas en forma rutinaria. La técnica clasica de Ziehl-
Neelsen es la aconsejable y aporta al clinico una confirmacién preliminar del
diagnostico, en la que M. tuberculosis se ve como pequefios bastones curvados de
color rojo sobre un fondo de tonos azulados. Esta técnica es sencilla muy econémica
y reproducible. La no observacién de Bacilos-acido-alcohol-resistentes (BAAR) en
muestra clinica no descarta el diagnostico porque la baja sensibilidad de Ila
baciloscopia puede dar muchos falsos positivos*®: 47 48: 4950

La especificidad de la baciloscopia es muy elevada condicionada porque la &cido-
alcohol resistencia es una propiedad comun a todas las especies del género
Mycobacterium y algunos hongos, por ello el resto de micobacterias ambientales se
veran igual en la vision del microscopio, en la lamina y confundir al técnico poco

experto. Una baciloscopia positiva sirve para admitir un caso de TB e indicar

tratamiento (Fig. 6)

Fig. 7 Baciloscopia con Tincién de Ziehl-Neelsen requiere de calentamiento para que el colorante atraviese la pared bacteriana
que contiene cerasAl suspender el calentamiento y enfriar con agua, provoca una nueva solidificacion de los dcidos grasos de modo que el
colorante ya no puede salir de las bacterias. Por otro lado, el calentamiento aumenta la energia cinética de las moléculas del colorante lo cual
también facilita su entrada a las bacterias. Las bacterias que resisten la decoloracién son de color rojo y la que no se ven de color azul, ya que
se utiliza azul de metileno como tincién de contraste BARR es de color rojo.
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1.6.4 El cultivo es el unico método que puede asegurar el diagndstico de certeza de
TB y este depende en gran parte de los pasos previos de digestion y
descontaminacién de las muestras. La mayor parte de las muestras clinicas
contienen una gran cantidad de microorganismos de la flora comensal que crecen con
mayor rapidez que M. tuberculosis es necesario eliminar de la muestra estos
microorganismos contaminantes que impediran el desarrollo de las micobacterias, es
importante conseguir la licuefaccion de los restos organicos (tejidos, moco, suero y
otros materiales proteinaceos) que rodean a los microorganismos, para que los
agentes descontaminantes puedan destruir las bacterias no deseadas. Asi,
sobreviviran las micobacterias y podran tener acceso a los nutrientes del medio. Las
micobacterias son mas resistentes a los acidos y bases fuertes que otros
microorganismos, lo que permite utilizar con éxito estas técnicas de digestion-

descontaminacion 48 4950,

De manera tradicional, la micobacteriologia ha empleado medios de cultivo a base de
huevo (Lowestein-Jensen) y a base de agar (Middelbrook 7H10 o 7H11) incubados en
5 a 10% de CO2 durante seis a ocho semanas. Cada medio tiene ventajas y
desventajas y se complementan entre si. El sistema BACTEC para la identificacion
radiométrica de las micobacterias aparecio a finales del decenio de 1970 y ha reunido
a las categorias de las alternativas ordinarias en vez de considerarse nuevo >,

El fundamento de Lowenstein-Jensen los nutrientes de este medio basal, mas los
aportados por el agregado de mezcla de huevos, constituyen un rico soporte para el

crecimiento de una gran variedad de micobacterias. El verde malaquita inhibe a gran

parte de la flora acompanante. Con el agregado de glicerina se estimula el
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crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, aunque gran parte de los M. bovis es
inhibido. Agregando un 5% de Cloruro de Sodio (NaCl) se pueden seleccionar
micobacterias tolerantes a la sal, sembrar previamente decontaminada sobre la
superficie del medio de cultivo, incubar a 35 y 37°C a los 7 dias de incubacion se
observa por primera vez si hubo crecimiento, luego observar cada semana hasta un
total de 8 semanas. Las caracteristicas morfolégicas de las colonias de
Mycobacterium son grandes, secas, amarillentas granulares y de Mycobacterium
avium son lisas sin pigmentos °°" %2 534,

El cultivo tiene una serie de importantes ventajas que lo sitian como el “patrén de
oro” del diagnostico y seguimiento de los casos de TB, los cultivos son mucho mas
sensibles que la baciloscopia, pudiendo detectar una cantidad tan pequefia como 10
bacterias por centimetro cubico de muestra, el aislamiento en cultivo puro es

necesario, permite, asegurar con certeza, la negativizacion y curacion del paciente

con el tratamiento (Fig.7).

Sus limitaciones son fundamentalmente el mayor inconveniente del cultivo deriva de
la lenta capacidad de division de M. tuberculosis, el tiempo transcurrido entre la
recepcion de la muestra y la emisién del resultado no sea inferior a 4-6 semanas en
los medios sélidos convencionales tiempo excesivamente elevado para esperar un
diagnostico de certeza. Su lento crecimiento y su lectura manual han llevado a la

busqueda de técnicas mas rapidas y sensibles.
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Fig. 8. Cultivo en Medio de Lowestein-Jensen constituido por huevo, verde de malaquita, glicerol,
asparaginasas, crece muy lentamente de 30 a 90 dias a 370C.

Los métodos de cultivo tradicionales siempre se han efectuado en medio sélido,
utilizando como base el huevo coagulado (Léwenstein-Jensen), o el agar (7TH10 y
7H11 DE Middlebrook) ®':52:53:4.55.56

Tiene ventajas, como recuperacion incrementada, en especial cuando se combina con
uno de los medios de cultivo ordinarios y disminucion del tiempo para identificar los
cultivos positivos; muchos laboratorios informan un tiempo promedio para la
identificacion de ocho a 14 dias. Tienen también la ventaja de ser adecuado para
empleo directo con pruebas de sonda de acido nucleico, y por tanto reducen el tiempo
requerido para la identificacion de los microorganismos acido-alcohol-resistentes una
vez que se han descubierto. La desventaja principal del sistema BACTEC es el
empleo de sustratos radioactivos y la necesidad de medidas instrumentadas
especializadas. La adicion mas reciente a las alternativas de cultivo ha sido la
adaptacion del sistema Septi-Chek Becton Dickinson Microbiology Systems Hunt

Valley MD para la micobacteriorologia °® °7- %%,



En este se emplea el sistema de Middlebrook en caldo con una paleta que tiene
medio de agar chocolate, agar Middlebrook y huevo semejante al agar de Lowestein-
Jensen. En diversos se ha demostrado que la recuperacion en este sistema es
comparable o superior a la lograda con el sistema BACTEC, y mejor que con
cualquier medio ordinario; se puede combinar también con un medio adicional para

incrementar la recuperacion global °% %7 %859,

El aspecto macroscopico de las colonias micobacterianas en medios sélidos ayuda a
identificar al microorganismo y puede sugerir también la presencia de mas de una
especia, la morfologia de las colonias se determina mejor en el medio de agar de
Middlebrook 7H-10 translucido en el cual se puede ver la textura.

Las pruebas bioquimicas mas usadas en el laboratorio de micobacteriologia es la
prueba de niacina todas las micobacterias producen niancina pero la mayor parte
siguen procesando este metabolito, M. tuberculosis no tiene esta capacidad y se
acumula niacina en el desarrollo de las colonias como resultado de una via

metabdlica bloqueada®®: > %8 3960,

De manera sistematica se emplean casi otras 20 pruebas bioquimicas en los
laboratorios de 3 niveles para identificar a las micobacterias recuperadas de las
muestras clinicas. Estas pruebas pueden requerir entre 20 minutos (catalasa
termoestable) y varias semanas (catalasa semicuantitativa) para terminarse y a

menudo requiere subcultivos en medios selectivos adicionales.
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El cultivo liquido tiene la ventaja de tener una mayor sensibilidad sin embargo sus
limitaciones mas importantes son que tiene mayor tasa de contaminacion, dificultad
para reconocer cultivos mixtos y la incapacidad de observar la morfologia de las

colonias que los métodos sélidos si nos permiten ¢ %7 %8 9960,

En ocasiones, ante casos de dificil interpretacién con bacteriologia negativa
(diseminaciones hematdgenas, TB extrapulmonar), o ante la sospecha de enfermedad
neoplasica, es necesario recurrir a obtener muestras de biopsias para realizar el
diagnostico anatomo-patoldgico. Aqui el diagnostico se basa en la observacion de
granulomas caseificantes, pero es necesario destacar que otras enfermedades
pueden producir granulomas muy similares sobre todo el resto de micobacterias
ambientales y algunos hongos. Esto hace que siempre sea necesario enviar una
muestra de la biopsia al laboratorio de microbiologia para que sea cultivada. En
cualquier caso, es diagndstico de alta probabilidad, que justifica iniciar tratamiento si

el cuadro clinico y radiolégico es sugestivo en espera de los cultivos ¢ 57+ %8:39.60,

Existen diversos estudios realizados en diferentes partes del mundo con respecto a la
sensibilidad, especificidad, Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor predictivo negativo
(VPN) de los diversos métodos diagndsticos para Mycobacterium tuberculosis y los

resultados fueron los siguientes (tabla 1).
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TABLA 1.- Estudios de métodos diagnésticos para Mycobacterium tuberculosis
utilizando baciloscopia y cultivo en diversos paises.

AU 10R PA MULSIRA | BACILUSCDPIA | CULINVO SENSBILIDAD | ESPECIFICIDALY ““

FOMTAMA ITALIA OXANA Ll 1C0% 91% 86% 100%
BERGMARNMN EEUU SB Sl Ly 1C0% 93 4% 89.4% 100%
hAUCIAL EEUU SB Sl Lwid QE% 100%
OsUMI JAFON SE Sl Lyvid 93% 30:38%

LFLCURA

LCR
PORTAELS BELGAS SB Sl Lwid BE 9% 4922% 525%  993%

RILIANDA Q5% 100% 10C% 92%
COLOMEIA

1.6.5 Identificacion mediante sondas genéticas

El desarrollo de la biologia molecular ha permitido identificar secuencias de acido
desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN) especificas de cada especie
micobacteriana. Para hibridar con estas secuencias se ha preparado sondas
genéticas, fragmentos de acidos nucleicos complementarios marcados con is6topos
radiactivos o sustancias cromogenas °' 6263,

La sonda es un reactivo bioldgico constituido por un fragmento de ADN que posee
una secuencia de bases complementaria a la de un fragmento del genoma de un
microorganismo. Las sondas estan marcadas con diversos indicadores faciles de
detectar: isétopos radioactivos (sondas calientes) o sustratos cromédgenos (sondas

frias). Cuando se libera el acido nucleico de un microorganismo y después se

desnaturaliza el ADN liberado se separan las dos hebras que forman la molécula de



ADN por procedimientos fisicos a temperatura de 90 y 140 °C la sonda es capaz de
fijarse (hibridarse) con un fragmento homélogo, si existe. La hibridacion de la sonda a
su fragmento homodlogo se detecta faciimente gracias al marcador que se ha
incorporado 64,65.66,67,68

Actualmente se dispone de sondas frias comercializadas por Gen-Probe para la
identificacién de Mycobacterium tuberculosis

El marcador mas utilizado, por su gran poder discriminativo, ha sido el estudio del

polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP), utilizando secuencias de

insercion 1S61.

10. El genoma de M. tuberculosis contiene entre 5 y 20 copias de 1S6110 localizadas
en posiciones variables a lo largo del cromosoma debido a su capacidad de
transposicion %%

Un gran progreso hacia la identificacion rapida de las micobacterias fue el logrado
cuando se introdujeron sondas de (Acido desoxirribonucleico) ADN en el laboratorio
clinico. En la actualidad solo una compania comercial produce sondas de ADN. El
sistema de prueba Gen.Probe.Accuprobe (Gen-Probe Inc. San Diego CA) se basa en
la hibridacion de ADN marcado conocido como (Acido ribonucleico) ARN y (ARNTr)
ribosémico en el blanco del genoma de cultivo (o “desconocido”). El sistema de
prueba emplea un éster de acridina unido a la sonda de ADN conocida como detector.
Se produce luz cuando este éster se oxida por accion del peroxido de hidrogeno y se
hidroliza con alcalis potentes, y el descubrimiento se efectua al medir esta reaccién

quimioluminiscente. En numerosos estudios se indica un rendimiento elevado de las

sondas micobacterianas. La sensibilidad y la especificidad de este sistema de prueba
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se deben a diversos factores: el sistema de descubrimiento es muy sensible, puesto
que la quimioluminiscencia es cerca de un millén de veces mas sensibles que la

fluorescencia temperatura y contraccion de sal de la reaccion se controla de modo
que puedan efectuarse limitacion a la hibridacién el empleo de ARN como acido
nucleico blanco permite una amplificacion de 1 000 veces las moléculas blanco, por
ultimo el ARNr se conserva en gran medida a través de las lineas filogenéticas lo que
vuelve minimos los efectos de los cambios mutacionales. La sonda para el complejo
de la TB tiene especificidad y sensibilidad que se aproximan a 100% y solo se han
informado desigualdades rara vez. Se dispone de sondas adicionales para el
complejo de M. avium, M. Kansaii y M. gordonae con una sensibilidad y especificidad
del 95% cuando se combina con el cultivo la identificacion de las micobacterias con
sondas pueden constituir un instrumento poderoso para las pruebas rapidas """

Existen estudios donde se realizo deteccién directa con Gen-Probe de Mycobacterium
tuberculosis en Cadiz donde se realizo el analisis de sensibilidad y especificidad
utilizando el cultivo como medio liquido de referencia, se obtuvieron resultados
positivos en 23 muestras todos fueron esputos excepto un aspirado bronquial. El
cultivo en medio liquido y sélido fue positivo e n 19 y 15 muestras respectivamente la
tincion fue positiva en 13, la sensibilidad fue del 100%, 98.2%, 82.6%, y 100%
respectivamente. Ruiz reporta una sensibilidad y especificidad y valor predictivo
positivo y valor predictivo, de 100%, 82.6% y 100% respectivamente realizados en
cultivo, Sahagun reporta una sensibilidad del 40% cuando la muestra se trabaja
directo con Gen Probe, Sanchez un 35-40% de sensibilidad Gen Probe en forma

directa esto es mencionados por diversos estudios (Tabla 2). Que se han realizado
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la sensibilidad y especificidad utilizando gen probe posterior a cultivo es del 98 % a

100% 72,73,74,75.76,77,78,79,80, 81, 82, 83, 84, 85, 86

Tabla 2.- Estudios realizados con diversos métodos diagnésticos para
Mycobacterium tuberculosis baciloscopia, Cultivo y Gen probé.

PRUEBA BACILOSCOPIA CULTIVO GEN GEN PROBE GEN PROBE NO GEN PROBE
PROBE RESPIRATORIAS RESPIRATORIAS DIRECTO
95 83

75-65 84/80
SENSIBILIDAD

94-95 100-100 76 100 75 89
ESPECIFICIDAD

VALOR 89-90 100-90 71 65
PREDICTIVO
POSITIVO

VALOR 86-90 90-85 76 95
PREDICTIVO
NEGATIVO

La técnica molecular MTD (GEN-PROBE AMPLIFIED Mycobacterium Tuberculosis
Direct Test, bioMérieux), basada en la amplificacion de rRNA del complejo de
Mycobacterium tuberculosis, permite realizar el diagnostico de la enfermedad con una
especificidad cercana al 100%, aumentando ademas la sensibilidad respecto a la
técnica de Ziehl-Nelseen (ZN) tanto en muestras respiratorias como no respiratorias.
La Deteccion Directa de Mycobacterium tuberculosis (MTD) es positiva en
aproximadamente la mitad de los esputos con ZN negativo y cultivo positivo; sin
embargo, la utilidad de la misma en formas extrapulmonares es mas limitada, y
aunque su sensibilidad es mayor que la de la tincidén, un resultado negativo de MTD
no excluye el diagnéstico de tuberculosis. Una de las restricciones de esta técnica es
su ineficacia para monitorizar el curso de la enfermedad, pudiendo proporcionar falsos
positivos al detectar rARN de bacilos no viables hasta meses después del inicio del
tratamiento. En estos casos la respuesta debe valorarse mediante cultivo, pues el

resultado de éste no se ve afectado por la presencia de dichos bacilos 8°:7-88: 89. 90.91.

49



Es necesario sefialar que la practica de la MTD debe ir siempre acompafiada de
tincion y cultivo, y que los resultados de la misma han de valorarse junto con la

informacion clinica de cada cas092,93.

La alta sensibilidad y especificidad de la MTD hacen de ella una técnica excelente
para el diagnostico de tuberculosis, mejorando de forma notable la sensibilidad del
ZN, especialmente en muestras poco bacilares. La técnica de MTD no es util para

monitorear el tratamiento % %>

La positividad conjunta de ZN y MTD permite el diagndstico de tuberculosis con casi
total certeza sin necesidad de otras pruebas, los casos con ZN positivo y MTD
negativa el diagnostico de tuberculosis una vez descartado el falso positivo son
sugestivos de infeccién por micobacterias diferentes del complejo de Mycobacterium

tuberculosis (micobacterias atipicas) %

Existen diversos estudios realizados con Gen-Probe amplificado MTD (Mycobacterium
tuberculosis prueba directa) pero ninguno es concluyente aun existen discrepancias
respecto a esto y siempre se estan sugiriendo correlacion con el cultivo, siempre se
han aplicado para la deteccion del complejo de M. tuberculosis en material clinico en
paralelo a la microscopia directa o se han evaluado con MTD posterior a la obtencién
del cultivo, el método se MTD se basa en la amplificacion de un determinado
segmento de 16S rRNA. La deteccion del segmento amplificado se ve facilitada por
las sondas de cadena sencilla etiquetados con éster de acridina. Los resultados de la
hibridacion se interpretan en RLU (relative Luz Unit) y las lecturas de los valores son

superiores a 30 000 RLU se consideran positivos 9.
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Gen probe es la primera prueba directa aprobada por la FDA para ayudar a
diagnosticar las muestras con baciloscopia positiva y negativa, recientemente los
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) le otorgan la importancia de la
prueba de amplificacion MTD en el diagnostico de pacientes con sospecha de

tuberculosis.

Existen diversos estudios donde reportan una sensibilidad de MTD 96.9%
especificidad del 100% Valor Predictivo Positivo (VPP) 100% VPN 87.5% bactec
96.9% de sensibilidad, 100% especificidad 100% VPP 100% y Valor Predictivo
Negativo (VPN) 887.5%, Lowestein Jensen 87.5% especificidad 100% VPN 100%

Mildebrook sensibilidad 96.7% especificidad 100% VPP 100% VPN 87.5 99798,

Las técnicas con capacidad de amplificar los acidos nucleicos son rapidas con
resultados en menos de 1 dia y altamente sensibles pero tienen importantes
limitaciones como su elevado costo, aportacion de falsos negativos que hay que
asociar siempre con la clinica.

El estudio realizado por Danrrosoro valoro la utilidad de MTD-2 para Tuberculosis
realizé la prueba de amplificacion MTD-2 en 146 muestras (128 respiratorias y 18 no

respiratorias) correspondientes a 136 pacientes.

Se procesaron 4.625 muestras para cultivo de micobacterias, obteniéndose 128

cultivos positivos para M. tuberculosis que correspondian a 70 pacientes.

La prueba de MTD-2 se realiz6 siempre que se obtuvo una baciloscopia positiva (47
muestras) y/o siempre que el clinico la solicitd expresamente (19 muestras).
De las 75 que resultaron positivas, tras el estudio de las historias clinicas, se
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valoraron como verdaderas positivas 53, y en 22 ocasiones los resultados fueron
falsos positivos. En 47 ocasiones se aislé M. tuberculosis de modo que en 6 casos

diagnosticados de tuberculosis el unico resultado positivo fue el de la MTD.

De las 71 ocasiones en que la MTD resulté negativa, en 3 se aislé M. tuberculosis en
cultivo (falsos negativos). En otras 5 ocasiones, los cultivos resultaron positivos
aislandose micobacterias distintas de M. tuberculosis. Sin embargo, las baciloscopias
en 4 de ellos habian sido positivas, por lo que el resultado negativo de la MTD sirvi6

para discriminar el diagndstico.

Finalmente, el numero de resultados verdaderos negativos fue de 68.
La valoracion global de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo
de la prueba de MTD fue respectivamente: 95, 76, 71, y 96%. Los mismos parametros

para el cultivo fueron: 84, 100, 100 y 90% y para las baciloscopias: 75, 94,89y86%.
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2.- Planteamiento del problema

El recrudecimiento de la Tuberculosis en afios recientes y los escasos recursos han
llevado a investigar la elaboracion de técnicas simples para aumentar la sensibilidad
de aislamientos de mycobacterias, pero muchos de estos requieren de demasiado
tiempo para su aislamiento, otras técnicas tienen alto indice de error ya que algunas
se basan en la percepcion sin embargo la baja sensibilidad y especificidad de estas
pruebas limitan la deteccion definitiva de la infeccidn por lo que es necesario buscar
pruebas para su identificacion inmediata , el estandar de oro es el cultivo pero se
requiere de 21 diasy para como maximo a su identificacion el retraso del diagndstico
significa mayor costo por estancia hospitalaria. Gen probe (MTD) ha demostrado
buena exactitud diagnostica en paises de baja prevalencia analizando distintos tipos
de muestra aspirado bronquial, liquido pleural, liquido peritoneal, orina, liquido

cefalorraquideo otorgando los resultados en 24 a 48 horas.

No se ha documentado la exactitud diagnostica en México considerando un pais de

alta prevalencia, lo cual podria modificar en rendimiento de la prueba.
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3.-Justificacion

El diagnostico microbiolégico de la tuberculosis se ve limitado por la lentitud del cultivo
6 a 8 semanas y la baja sensibilidad de la baciloscopia por lo que es necesario contar
con una prueba diagndstica que nos de resultados inmediatos.

Gen Probe MTD se ha utilizado en diversos paises de baja y alta prevalencia
considerando a México como un pais de alta prevalencia es importante evaluarlo y
considerarlo como una herramienta diagnostica inmediata, esto nos permitiria un
diagnostico mas rapido por lo tanto permite iniciar tratamientos tempranos evitando
incrementar mas las resistencias y las estancias hospitalarias de los pacientes que
permanecen en estudio disminuyendo los costos por estancia intrahospitalaria asi
mismo a menor estancia menor riesgo de adquirir alguna infeccion nosocomial Gen
probe MTD no se ha probado en México que es de alta prevalencia considerando que
la sensibilidad y especificidad de una prueba diagnéstica son dependientes de la

prevalencia de la enfermedad.

En nuestro hospital los pacientes tienen patologias complejas y inmunocompromiso,
se realiza trasplante renal, hepatico, en su protocolo se requiere descartar presencia
de tuberculosis las sondas de hibridacion nos permitirian toma decisiones inmediatas
en los pacientes con inmunocompromiso como son los pacientes con VIH en los que
se les diagnostica co-infecion con tuberculosis de acuerdo al estado de
inmunosupresion se inicia o se retarda el tratamiento antirretroviral ya que en caso de
combinar ambos tratamientos se corre el riesgo de presentar sindrome de
reconstitucion inmunolégica por lo que consideramos que MTD puede ser una buena

herramienta esto permitiria que ante la minima sospecha de tuberculosis en cualquier
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paciente se pudiera tener de inmediato el resultado esto evitaria que el paciente
tuviera que esperar de 21 a 90 dias para conocer el resultado, en los casos cuando el
transplante esta en limite de tiempo es complejo esperar perdiéndose oportunidades y
aumentando la morbimortalidad por lo que Gen Probe MTD puede ser una opcion en
el futuro.

En pacientes oncoldgicos un resultado inmediato evitaria la toxicidad de drogas
quimioterapéuticas incompatibles con los antifimicos o orientarnos a otras etiologias.
Las infecciones del sistema nervioso central por el dafio tan catastréfico que causa
Mycobacterium tuberculosis a este nivel contar con una alternativa diagnodstica con
resultado inmediato seria muy beneficioso una baciloscopia negativa no descarta el

diagndstico y habra que esperar el cultivo para saber si fue o no correcto el manejo.

Este trabajo permitiria evaluar su utilidad y ver la factibilidad de incorporarla como una
herramienta diagnostica en nuestro hospital para ayudar en el diagnostico, control de
la enfermedad, porque el tener un resultado inmediato identificaria a los portadores y
asi disminuiria su diseminacion que ha futuro los costos estimados asociados con un
diagnostico inexacto de la tuberculosis se ha documentado que es de 11.57 ddlares.

Los métodos moleculares de identificacion del bacilo, disponibles hoy en dia, permiten
la obtencién de resultados en pocas horas, y esta rapidez conlleva un diagndstico
precoz que: evita las exploraciones complementarias, acorta el tiempo de
hospitalizacion, disminuye el riesgo de contagio y permite iniciar un tratamiento

especifico sin necesidad de utilizar tratamientos empiricos
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4.-Pregunta de investigacion
¢, Cual es la validez de Gen probe MTD para diagnosticar Mycobacterium tuberculosis

en muestras de pacientes del Centro Médico Nacional la Raza?

5.-Hipotesis
Existe una concordancia mayor al 80% entre la prueba de deteccién rapida gen
probé MTD cuando se utiliza directamente en la deteccion de Mycobacterium

tuberculosis en pacientes con baciloscopia positiva o negativa y el cultivo.
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6.- Objetivos

6.1 Objetivo general.

» Evaluar la exactitud de Gen Probe MTD para diagnosticar Mycobacterium

tuberculosis en pacientes del Centro Médico Nacional la Raza.

6.2 Objetivos especificos.

» Determinar la presencia de BAAR en muestras clinicas mediante tincion

Ziehl-Neelsen.

» Establecer diagndstico (positivo o negativo) de M. tuberculosis segun cultivo.

» Calcular la sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razones de

verosimilitud (likelihood ratio) de Gen Probe MTD respecto a cultivo.

» Calcular la sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razones de

verosimilitud (likelihood ratio) (positivas y negativas) de baciloscopia

respecto a cultivo.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Prueba diagnéstica

7.2 Lugar del estudio: Laboratorio de Microbiologia del Hospital General

“Gaudencio Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional la Raza.

7.3 Poblacion de estudio

Todas las muestras que se reciban en el laboratorio de Microbiologia para busqueda

de Mycobacterium tuberculosis durante el periodo de Junio de 2010 al Marzo 2011

7.4 Seleccion de la muestra

Se procesaron muestras clinicas de origen pulmonar y extra pulmonar, liquido
cefalorraquideo, liquido pleural, liquido de ascitis, médula ésea y orina se sembraran
sin descontaminacioén previa si la toma fue supra pubica, si la muestra tiene 2 ml se

concentra por centrifugacion.

7.5 Preparacion de la muestra

Los materiales procedentes de biopsia se trituraran en el mortero en forma estéril y
sembrada directamente. Esputos, lavados gastricos y abscesos normalmente
contaminados se descontaminaran por medio de la técnica de Petroff con hidréxido
de sodio al 4%. Las muestras se sembraran en 2 tubos de Lowestein -Jensen,

previamente se realizara Gram con técnica de Zielh-Neelsen.
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7.6 Técnica

La metodologia se llevara a cabo de acuerdo a las instrucciones del proveedor

» En un tubo de 200ul de tapdén de lisis se afaden 15ul del producto

decontaminado concentrado.

Se soénica para destruir la membrana de una célula es un método fisico
posteriormente  luego se agregan 25ul del reactivo de amplificacion
reconstituido.

200ul de aceite y 50ul. del lisado afadiéndolo por debajo de la capa de
aceite.

Los tubos se incuban a 95 grados durante 5 minutos y a 42 grados por 5
minutos.

Después se afaden 25ul de la muestra enzimatica y se incuba a 42 grados
durante 2 horas y por ultimo se

adiciona 20ul. de reactivo de terminacién y se somete a 42° grados por 10
minutos.

Finalizada la incubacion se vierten 100ul de la sonda reconstituida y se incuba
a 60 grados por 15 minutos.

Posteriormente se anaden 300ul de reactivo de seleccién y se mantiene a 60
grados por 5 minutos para hidrolizar el éster de acridina no hibridado.

Se enfrian los tubos a temperatura ambiente 10 minutos y se leen por

luminiscencia
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FUNDAMENTO

En la actualidad, sélo una compafia comercial produce sondas de ADN. El sistema
de prueba Gen probe.Accuprobe (Gen-Probe Inc., San Diego CA) se basa en la
hibridacién de ADN marcado conocido con ARN ribosémico (ARN r) en el blanco del
genoma de cultivo (o desconocido). El sistema de prueba emplea un éster de
acridina unido a la sonda de ADN conocida como detector. Se produce luz cuando
este éster se oxida por accion del peréxido de hidrogeno y se hidroliza con alcalis

potentes y el descubrimiento se efectua al medir esta reaccién quimioluminiscente.

7.7 Lectura:

» RESULTADOS

» Limite 30 000 RLU

» Incertidumbre: 20 000-29999 RLU
» Control Negativo:< 10,000

» control positivo >30,000

Al cultivo se le realizaran lecturas a los 5, 10, 15, 20, 25, 30,45 y 60 dias de

incubacién a 370C.
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7.8 Criterios de inclusion

1.- Todas las muestras clinicas que se reciban en el Laboratorio Central del Hospital
General Centro Médico Nacional la Raza que soliciten busqueda de Mycobacterium

tuberculosis.

2.- Muestras que cumplan con todos los requisitos de identificacion y condiciones de

transporte

3.- Todas las muestras que se les realizo Gram con técnica de Ziel-Neelsen positivos

y negativos

4.- Todas las muestras que se les realizo cultivo en Lowestein-Jensen

7.9 Criterios de exclusion

1.-Cultivos contaminados

2.-Pacientes con antecedentes de haber recibido tratamiento previo con

antifimicos aunque previa a la toma ya estuviera suspendido el tratamiento

7.1.1 Criterios de eliminacion

1. Muestras en las que no se realice alguna de las pruebas establecidas

(baciloscopia, cultivo, Gen Probe.
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7.1.2. Variables

VARIABLE PREDICTORA

Gen-Probe MTD

VARIABLE DE RESULTADO

Cultivo
VARIABLE TIPO DEFINICION DEFINICION ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Gen Variable Prueba > 30,000 URL en POSITIVO /
Probe diagnostica para
MTD predictora deteccion de prueba gen probe NEGATIVO
ADN por medio
de sondas de
hibridacion
Cultivo Variable de Prueba para crecimiento de POSITIVO /
deteccion de Mycobacterium
resultado crecimiento en tuberculosis en medio NEGATIVO
medio de Lowestein-Jensen
enriquecido
especifico
VARIABLE DEFINICION ESCALA DE MEDICION

Gen probe ordinal

Baciloscopia

Cultivo

Sensibilidad

Especificidad

VPP

VPN ordinal

Prueba diagndstica para
deteccion de ADN por medio
de sondas de hibridacién
Método diagnostico que
utiliza tincion para detectar
Bacilos acido- alcohol
resistentes

Capacidad de la prueba para
identificar correctamente la
presencia de enfermedad
Capacidad de la prueba para
identificar ausencia de
enfermedad

Probabilidad de que siendo la
prueba positiva el sujeto
tenga realmente la
enfermedad

Probabilidad de que siendo la
prueba negativa no presente
el padecimiento

Nominal

Nominal dicotémica

Nominal dicotdomica

Intervalo

intervalo

escalar

nominal
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7.1.3 Calculo del tamaio de muestra.

» Calculo de la muestra

Foérmula: N= 4za?P (1-P) + W 2

» 136 pruebas
» Proporcion esperada P de 0.10 (10%) y una amplitud del intervalo de

confianza de 0.10.

7.1.4. Método estadistico utilizado

El analisis de los datos se llevara a cabo mediante la utilizacion de estadistica

descriptiva

» EIl analisis de los datos se llevara a cabo mediante la utilizacion de

estadistica descriptiva frecuencias, moda, media, mediana.

» Se calcularan sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo a la prueba de deteccion rapida considerando el cultivo
como “estandar de oro”.

» Se efectuaran pruebas de concordancia
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7.1.5 Consideraciones éticas.
Investigacion con riesgo minimo.

* Riesgo para el sujeto de estudio
— Riesgo minimo

— Riesgo mayor al minimo

» Articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de Investigacién
* Investigacién con riesgo minimo.
* Registro institucional del proyecto

— Comités de Investigacion y Etica

7.1.6 Equipo y recursos

Todo el material empleado durante la elaboracion de este proyecto, equipo y
personal, seran proporcionados y financiados por el Instituto Mexicano del

Seguro Social
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7. Resultados

En el periodo comprendido de julio del 2010 a Abril del 2011 se realizé la prueba de
amplificacion MTD-2 en 93 muestras respiratorias y 27 no respiratorias
correspondientes a 120 pacientes, en este periodo se procesaron 1200 muestras en
el hospital para cultivo de micobacterias. El 54 (45%) de los pacientes correspondio

al sexo femenino y el 66 (55%) al sexo masculino.

SEXODE LOS PACIENTES

- Erovcra

W raascin m

El promedio de edad de los pacientes fue 34.9 anos con un intervalo de 4 meses a 76

anos

EDAD DE LOS PACIENTES

20—
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Media —34 .29
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8
M=112
=] =0 40 =0 =0

EDAD DE LOS PACIENTES

Los diagndsticos clinicos de las muestras que se procesaron en busqueda de
Mycobacterium tuberculosis fue en pacientes con insuficiencia renal y el mayor

numero de muestras se proceso en pacientes con transplante renal, en un 40 (33%).
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TABLA |. DIAGNOSTICOS DE LOS PACIENTES DE ESTUDIO

DIAGNOSTICO FRECUENCIA PORCENTAJE
PROTOCOLO DE TRANSPLANTE RENAL 40 33%
DONADORES DE TRANSPLANTE 32 26.7%
PROBABLE TUBERCULOSIS PULMONAR 13 10.7%
PROTOCOLO DE TRANSPLANTE 4 3.3%
HEPATICO

PROBABLE TUBERCULOSIS URINARIA 3 2.5%
DERRAME PARANEUMONICO 3 2.5%
DERRAME PLEURAL 3 2.5%
HEMATURIA 3 2.5%
NEOPLASIA PULMONAR EN ESTUDIO 3 2.5%
FIBROSIS QUISTICA 3 2.5%
HEMOPTISIS 3 2.5%
PROBABLE TUBERCULOSIS URINARIA 2 1.7%

OTROS 8 6.6%
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Los tipos de muestras enviadas para la busqueda de Mycobacterium tuberculosis
fueron en expectoracion 81 (67.5%), orina 23 (19.2%), Lavado bronquial 6 (5%), jugo

gastrico 2 (1.7%), Liquido Pleural 6 (5%), Liquido cefalorraquideo 2 (1.7%).

TIPOS DE MUESTRA

100+

20—

60—

Frecuencia

404

204

| | | | e

| I !
Laua00 Licauino JUGD GASTRICO LCR
BROMNGUILAL FLEURAL

TIPOS DE MUESTRA

| I
EXPECTORACION ORIMNA

De las 81 muestras de esputo examinadas por método de Ziehl-Neelsen 16(19.7%)
de las muestras fueron positivas y negativas 65 (80.3%), de las 6 muestras de
lavado bronquial 4 (66.6%) fueron positivas y negativas 2 (33.4%), de las 2 muestras
de jugo gastrico 1(50%) fue positiva y negativa 1 (50%), de las 6 muestras de Liquido
pleural 2 (33.4%) positivas y 4 (66%), de las 23 muestras de orina 4(17.3%) y

negativas 19 ( 82.7%) vy las dos de liquido cefalorraquideo fueron negativas.
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De las 81 muestras de esputo examinadas con el estandar de oro cultivo
Lowestein-Jensen 7 (8.6%) de las muestras fueron positivas y negativas 74
(91.4%), de las 6 muestras de lavado bronquial 4 (100%) fueron positivas, de las 2
muestras de jugo gastrico 1(50%) fue positiva y negativa 1 (50%), de las 6 muestras
de Liquido pleural 1 (16.4%) fueron positivas y 5 (83.6%) negativas, de las 23
muestras de orina 3 (13.0%) fueron positivas y negativas 20 ( 87%) vy las dos
muestras de liquido cefalorraquideo fueron negativas.

De las 81 muestras de esputo examinadas con el Gen-Probe MTD-2 7 (8.6%) fueron
positivas y negativas 74 (91.4%), de las 6 muestras de lavado bronquial 2 (33.3%)
fueron positivas y 4 (66.7%) negativas, de las 6 muestras de Liquido pleural 1
(16.4%) positivas y 5 (83.6%) negativas las muestras de jugo gastrico, y orina fueron

negativas todas.

TABLA Il. MUESTRAS POSITIVAS EN LAS DIVERSAS PRUEBAS
PRUEBA ESPUTO LAVADO JUGO LIQUIDO ORINA LCR TOTAL

BRONQUIAL GASTRICO PLEURAL

Zielh- 16 4 1 2 4 27
Neelsen

Cultivo 7 4 1 1 3 16
Gen 7 2 1 10
Probe
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TABLA lll. GLOBAL DE LOS 3 METODOS UTILIZADOS EN LA DETECCION DE
Mycobacterium tuberculosis.

BACILOSCOPIA GEN PROBE-MTD CULTIVO TOTAL
Positiva Negativa Positivo Negativo Positivo Negativo
27 93 10 110 16 104 120

La sensibilidad de la baciloscopia en este estudio fue de 20%, con una especificidad
86.6%, el VPP 67.5%, VPN 52%, Razén de verosimilitud positiva 1.42 y razén de
verosimilitud negativa 0.93.

La sensibilidad de Gen-Probe MTD-2 en este estudio fue de 20%, con una
especificidad 86.6%, el VPP 67.5%, VPN 52%, Razo6n de verosimilitud positiva 1.42 y

razon de verosimilitud negativa 0.93
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8. Discusion

El diagndstico microbiolégico de la tuberculosis se ve limitado por la lentitud del cultivo
y la falta de sensibilidad de la baciloscopia. El desarrollo de procedimientos de cultivo
en medios liquidos, con sistemas sensibles de deteccién y el empleo de sondas de
hibridacién en la identificacion, han supuesto un gran avance ya que han acortado el
tiempo de diagndstico de 24 a 48 horas cuando el tiempo minimo para el aislamiento
de Mycobacterium es de 3 semanas en medio sélido de Léwenstein-Jensen.

El desarrollo de la ciencia y la tecnologia mediante técnicas de hibridacion son una
alternativa para realizar el diagnostico sin embargo debe ser sometida a un analisis
critico debido por una parte a su elevado costo y que no en todos los centros cuentan
con estos recursos.

En nuestro estudio la sensibilidad de la baciloscopia fue de 20% menor a la reportada
en diversos estudios con una especificidad de 86.6%, la baja de sensibilidad en la
deteccidn de casos positivos es que siempre se realiza en pacientes con sospecha de
tuberculosis pulmonar, pero en el caso de nuestros pacientes fueron pacientes que la
tuberculosis no era el diagnostico de sospecha si no como prueba de screnning en
muchos casos para la realizacion del transplante de diversos 6rganos para saber si el
paciente tiene la enfermedad y debe recibir tratamiento antes de ser transplantado se
puede utilizar como prueba diagndstica inicial pero se requiere de una prueba mas
precisa si se desea diagnosticar tuberculosis.

En nuestro laboratorio, los valores de sensibilidad y especificidad respectivamente
para la MTD han sido de 83% y 90%. Estos resultados varian ampliamente entre los
distintos autores que ademas pueden emplear estrategias diversas para resolver las

discrepancias entre los resultados de la MTD vy el cultivo. Asi por ejemplo,
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hay autores que elevan el rango de lectura de 30.000 RLU, definido por el proveedor
como limite de lectura positiva, a otros rangos mas elevados con lo que consiguen
aumentar la especificidad. Sin embargo, en nuestra experiencia en 6 casos esta
aproximacion no ha resultado fiable ya que se han obtenido resultados falsos negativo
con lecturas negativas cuando en realidad son verdaderos positivos quizas esto se
deba a que el tipo de muestra tiene menor sensibilidad como es el caso de las
muestras urinarias para busqueda de Mycobacterium tuberculosis que fueron
positivas en cultivos y negativas en Gen Probe MTD lo que quizas nos explique esta
discrepancia aunque la sensibilidad de la prueba también varia entre los diversos
autores ya que los diversos estudios que lo mencionan utilizaron en un inicio las
pruebas que aprobd la FDA (Food and Drugs Administration) aprobé en un principio
pruebas de amplificacion para el estudio de muestras respiratorias con baciloscopias
positivas: la MTD (Gen Probe) y la Amplicor Mycobacterium tuberculosis Test
(Roche). La FDA llegé a esta conclusion sobre la base de los resultados de los
estudios iniciales que demostraron la baja sensibilidad y especificidad de estas
pruebas®. Sin embargo, la nueva version MTD-2 aumenta la sensibilidad y es
recomendada en muestras respiratorias y de otro tipo en las muestras analizadas
MTD-2 fue positiva en 7 muestras de esputo y cultivo positivo en las 7 confirmandose
la presencia de la enfermedad estas muestras presentaron baciloscopia positiva en 6
casos por lo que coincido con otros autores que esta prueba debe utilizarse solo en
pacientes con baciloscopia positiva y la expectoracidon es la muestra que mas
susceptibilidad demostré este tipo de muestra este estudio esta limitado porque fue
mayor el numero de muestras de expectoracién que de otros fluidos por lo que no

podemos concluir el realizarla o no en otro tipo de muestras quizas Gen probe no sea
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adecuado utilizarlo en orina en nuestro estudio fue negativa para la sonda de
hibridacidon pero positiva en el cultivo que fue el estandar considero que esto no es
concluyente la muestra fue pequefia y pudiéramos estar ante un sesgo de seleccion

de muestra.
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9. Conclusiones

En resumen, teniendo en cuenta nuestros resultados, concluimos que la prueba es util
y su gasto esta justificado, si se limita su uso a las muestras con baciloscopias
positivas, ya que comprobando que la muestra no contiene inhibidores, lo que
podemos conseguir colocando una concentracion de M. tuberculosis tal como
recomienda el proveedor para el control positivo de la muestra problema, podemos
afirmar o descartar el diagnéstico de una tuberculosis en unas horas. La prueba no
debe realizarse indiscriminadamente en muestras con baciloscopia negativa, y en
estos casos, siempre que obtengamos un resultado positivo, sera necesario repetir la
prueba con otra muestra para confirmarlo considero que este estudio tiene

debilidades pero se podria reforzar con una investigacion mas amplia.
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