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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa la cual puede cursar de
forma subaguda o crénica, predomina a nivel pulmonar aunque también puede
afectar otros O6rganos; esta es causada principalmente por Mycobacterium
tuberculosis. Las condiciones de hacinamiento favorecen que el agente etiologico
se transmita de un hospedero enfermo a uno sano por la inhalacion de gotas de
secrecion respiratorias que contienen al microorganismo, producidas en un acceso
de tos, al hablar o estornudar; el cual al alcanzar la zona alveolar provoca el inicio
de la infeccién. Los nifios menores de 1 afio tienen un 40% de posibilidades de
que la enfermedad se disemine; y del 10-20% de desarrollar tuberculosis
meningea, mientras que los mayores de 5 aflos poseen solo un 5% de
probabilidad de que se disemine y 0.5% de desarrollar tuberculosis meningea. La
mayoria de los niflos son asintométicos, aunque pueden presentar ciertas
alteraciones como linfadenopatias hiliar o mediastinica, derrame pleural,
tuberculosis miliar; etc. El diagndstico clinico esta basado en las especificaciones
de las diferentes organizaciones de salud publica, dentro de ellas se encuentran
los criterios epidemiolégicos, clinicos, radiolégicos, histopatolégicos vy
microbiolégicos; el diagnostico de tuberculosis pulmonar a nivel pediatrico es dificil
de establecer y confirmar, sin embargo, es necesario apoyarlo en el laboratorio por
medio de la baciloscopia, y asi evitar el progreso de la enfermedad.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar la incidencia de tuberculosis
pulmonar en pacientes pediatricos del Hospital para el Nifio Poblano de enero-
junio de 2014, mediante las técnicas de baciloscopia y cultivo.

En el periodo en el que se realiz6 el trabajo, se estudiaron 31 pacientes
diagnosticados inicialmente con enfermedad de vias respiratorias inferiores; de
los cuales 58% corresponden al sexo masculino y 42% al sexo femenino. Se
analizaron 107 muestras por la técnica de Petroff, la mayoria de muestras
recibidas fueron de jugo gastrico (60%), mientras que las muestras de esputo y
aspirado bronquial tuvieron un menor porcentaje (37 y 3% respectivamente).

Se realizaron tanto las baciloscopias como los cultivos de los 31 pacientes
recibidos, los cuales resultaron negativos. Se obtuvo una incidencia de
tuberculosis pulmonar en el Hospital para el Nifio Poblano de enero-junio de 2014
de 0%.



Introduccion

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa, generalmente de curso
subagudo o crénico, que involucra diversos 6rganos o tejidos, predominando a
nivel pulmonar y causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis, asi
como también por las demas especies del género Mycobacterium incluidas en el
complejo tuberculosis como agentes etioldgicos atipicos.

A su vez la clasificacion taxondémica de Mycobacterium se encuentra determinada
de la siguiente manera: orden Actinomycetales, familia Mycobateraceae y el
género Mycobacterium.

En el complejo tuberculosis se encuentran englobadas aquellas micobacterias que
son capaces de producir enfermedad semejante a la tuberculosis en animales y
humanos, cuyo crecimiento en medios de cultivo es lento; dentro de este complejo
se incluyen las especies: M. tuberculosis, M. microti, M. africanum, M. bovis, M.
canetti, M. caprae, M. pinnipedii y M. mungi.

Aunque los miembros del complejo tuberculosis infectan a otros primates y
especies de mamiferos, el hombre es el Unico reservorio de estos
microorganismos.

Existen evidencias paleopatolégicas de tuberculosis espinal en esqueletos del
neolitico y precolombinos y en restos del antiguo Egipto. Los médicos griegos de
la antigliedad usaban el término phthisis para indicar el caracter consuntivo de la
enfermedad; sin embargo, esta enfermedad no constituyd un problema importante
hasta que las condiciones de hacinamiento de la vida urbana de las primeras
épocas de la revolucién industrial crearon las circunstancias epidemiologicas
favorables para su propagacion.

Los conceptos modernos acerca de la tuberculosis fueron desarrollados en la
segunda mitad del siglo XIX como resultado de los logros médicos sobresalientes.
En 1830 Schonlein y Laenec a través de estudios en autopsias demuestran la
entidad clinica de la tuberculosis en las formas pulmonar y extrapulmonar,
posteriormente Anton Ghon hace una extensa descripcion de la tuberculosis
primaria. En 1882 Roberto Koch realiza la identificacion del agente etiologico y en
1898 Escherich establece la enfermedad en nifios y realiza el primer diagnostico
radiolégico de la enfermedad. Entre 1907 y 1910 Von Pirquet, Mantoux, Mandel y
Moro desarrollan la prueba de tuberculina.



Epidemiolégicamente, las condiciones de hacinamiento favorecen la propagacion
aerogena del agente infeccioso que se transmite al hospedero sano por inhalacion
de particulas infecciosas de secreciones respiratorias, las cuales, forman un
aerosol al toser, estornudar o hablar el hospedero enfermo; y que son
suficientemente pequefias como para secarse mientras estan suspendidas en el
aire donde permanecen durante periodos prolongados, con libre acceso hacia las
vias aéreas superiores e incluso, alcanzar las vias aéreas terminales (zona
alveolar) del hospedero sano, en donde produce la replicacién y se inicia la
infeccion. De tal manera que, un acceso de tos puede producir 3,000 ndcleos de
diminutas gotas embebidas con gran cantidad de particulas infectivas,
incrementandose esta carga microbiana al hablar durante 5 minutos y con el
maéaximo alcanzado al estornudar.



Marco teorico

Toda vez que el agente etiologico de tuberculosis esta ubicado anatomicamente
en la zona alveolar, se estimulan respuestas tanto celulares como humorales; la
proteccion contra la enfermedad esta asociada a la actividad de los linfocitos T
Thl, en la cual también interfieren los linfocitos T CD4+. El progreso de la
enfermedad esta asociado a una respuesta de los linfocitos T Th2 o por
combinacion de Thl y Th2, tipicamente un paciente inmunocompetente produce
una respuesta de hipersensibilidad tipo retrasada (HTR), mediada por los linfocitos
T, con lo cual se destruye a los macréfagos infectados, y junto con la produccién
de citosinas limitan la destruccion del tejido, producido por los linfocitos Th2.
(Sanchez, 2008).

Después de que el bacilo llega al alveolo, las células dentriticas, epiteliales, y los
macrofagos alveolares son los encargados de producir citosinas proinflamatorias
como factor de necrosis tumoral a (FNT a), IL-1, IL-69 e IL-10; éstas, son
encargadas de reclutar y activar a los macrofagos para que puedan limitar o
eliminar por completo al bacilo. Las citosinas producen la expresion de moléculas
de adhesion como VCAM-1, ICAM-1 y selectina E en los leucocitos, y con esto los
leucocitos migran al sitio de la lesion. En el inicio de la infeccion quimiocinas como
IL-18 atraen a los neutrdéfilos los cuales fagocitan a las micobacterias, pero no
poseen la capacidad para eliminarlas; solo contienen a las bacterias mientras los
macrofagos son activados. Las quimiocinas también dirigen a los linfocitos T CD4+
hacia el sitio donde se esta desarrollando la HTR, y asi el factor de crecimiento
transformante beta (TGF B), que es producido por los macrofagos activados
promueve el desarrollo del nddulo de Ghon. Con esto se inicia la migraciéon de los
linfocitos Th1, y su posterior activacién genera la produccion de IL-2 y factor de
necrosis tumoral beta (TNF ) los cuales son importantes para la total eliminacion
del bacilo. (Sanchez, 2008).

En nifios menores de un afo existe un 40% de riesgo de que la enfermedad se
disemine; y del 10 al 20% de desarrollar tuberculosis meningea, mientras que los
mayores de cinco afios tan solo poseen el 5% de probabilidad de que se disemine
y el 0.5% de desarrollar tuberculosis meningea. Esto refleja la incapacidad del
sistema inmunitario pediatrico de desarrollar una respuesta protectora, ya que
en los primeros afos de vida, el nimero de macréfagos alveolares es limitado,
y sus funciones de fagocitosis y reclutamiento celular son deficientes, también la
cantidad de células dendriticas esta disminuida y desarrollan la capacidad de
presentar antigenos hasta los 2 afios de edad. (Panqueva, 2000)

La forma anatémica que corresponde a la primoinfeccién, se compone de un
chancro o nodulo de Ghon, el cual es un foco caseificado que mide de 0.5-2 cm de
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diametro compuesto por tres regiones, en la regioén central hay células gigantes y
multinucleadas con bacilos, la region media posee células epiteloides palidas v,
por ultimo la periférica que estd formada por fibroblastos, linfocitos y monocitos.
Puede situarse en cualquier I6bulo, pero existe una mayor preferencia por el I6bulo
derecho que por el izquierdo, y las localizaciones mejor ventiladas como la parte
baja del I6bulo superior y la parte alta del inferior; raras veces es multiple o
bilateral. En la mayoria de los casos este foco suele curarse, formando alrededor
del nddulo un tejido granulomatoso que evoluciona a fibrosis y encapsulamiento,
pudiendo llegar a calcificarse. (Rossman, 1996).

Existen diferentes factores de riesgo que pueden originar que la infeccién se
reactive, como son una falla en el balance humoral y celular del hospedero, asi la
tuberculosis de reactivacion suele desarrollarse después de un periodo de
latencia y se origina desde el pulmén a partir de los bronquios, afectando a
cualquier segmento pulmonar, teniendo predileccion importante por segmentos
apicales o posteriores de los l6bulos superiores, 0 segmentos superiores de los
I6bulos inferiores. (Diaz, 2005).

La mayoria de los nifios que cursan con la enfermedad son asintomaticos, pero
también pueden presentarse ciertas alteraciones en los estudios de imagenologia
como son: linfadenopatia hiliar, linfadenopatia mediastinica, infiltrados
segmentarios o lobares, neumonia consolidada, atelectasia, derrame pleural o
tuberculosis miliar. Cuando hay tuberculosis extrapulmonar pueden presentarse
linfadenopatia cervical, afeccion dsea y articular y meningitis tuberculosa; en nifios
menores de 5 afios puede presentarse  tuberculosis miliar y meningitis
tuberculosa, incluyendo neumonia. (Rossman, 1996)

La tuberculosis extrapulmonar suele presentarse en alrededor de un 20% de los
lactantes y nifios enfermos de tuberculosis pulmonar; la enfermedad temprana se
caracteriza por linfadenopatia o afeccion miliar, meningea, 6sea, articular o renal.
En la tuberculosis pulmonar progresiva hay presencia de fiebre, tos, pérdida de
peso y estertores humedos en el area dafiada. La enfermedad miliar se presenta
al romperse un foco caseoso en el interior de un vaso sanguineo, caracterizado
por fiebre y pérdida de peso sin sintomas pulmonares. (Rossman, 1996)

Debido a que la tuberculosis es endémica en la mayoria de los paises del mundo,
la lucha contra esta se basa primordialmente en la aplicacion de la vacuna BCG, la
cual, no evita la primoinfeccion con M. tuberculosis pero previene las formas mas
graves de la enfermedad como son la tuberculosis meningea y miliar. La
denominacion de BCG fue dada debido a que en 1921 Albert Calmette y Camille
Guerin desarrollaron la vacuna a partir de bacilos vivos atenuados de una cepa de
Mycobacterium bovis, con la cual observaron que se conferia cierta proteccion al



ser aplicada, asi fue denominada BCG (Bacilo de Calmette y Guerin). Actualmente
la BCG es un liofilizado de una cepa de M. bovis atenuada; existen cinco cepas
utilizadas actualmente, estas son la Pasteur, Danesa, Glaxo, Tokio y Montreal.
(Sanchez, 2008).

Esta vacuna, es un inmundégeno muy complejo y produce respuestas inmunes
igualmente complejas; principalmente de tipo celular. Después de que la vacuna
ha sido inoculada, esta sigue el mismo trayecto que M. tuberculosis al ser
fagocitado por los macrofagos y estos presentan los antigenos a los linfocitos T, y
cuando se reconoce el antigeno este libera IL-1, provocando la proliferacion de los
linfocitos T especificos. Por otro lado los macréfagos también liberan IL-1, la cual
activa a los linfocitos y con esto logran expresar receptores para IL-2,
produciéndose una transformacion blastica de los linfocitos CD-4 que son capaces
de reconocer al mismo antigeno. Asi cuando los linfocitos son activados liberan
linfocinas que activan a los macréfagos alveolares para destruir los bacilos
intracelulares. (Sanchez, 2008).

En nuestro pais se aplica desde la década de los sesenta; la vacunacion se realiza
en todos los nifios recién nacidos o antes de cumplir un afio de edad, con una sola
dosis de 0.1 ml; la cual debe administrarse en el deltoides por via intradérmica
produciendo una induracion la cual evoluciona y cura, para dejar una cicatriz
redonda ligeramente excavada. (Secretaria de Salud, 2002).

Un punto muy importante que debe de considerarse en nuestra nacion es que
debido al hecho de que México es un pais endémico de tuberculosis, la
vacunaciéon con BCG sigue aplicandose como lo dicta la norma, y esta producira
en la mayor parte de las ocasiones un resultado mayor a 1 mm en la prueba PPD,
esto es debido a mdltiples factores, dentro de los que se encuentran el estado
inmunoldgico de la persona, el antecedente de haber estado o no en contacto con
un paciente enfermo de tuberculosis, entre otras. Asi, aquellas personas que
laboran en el area de la salud presentan reacciones con resultados mayores a uno
debido a que estan en contacto con pacientes enfermos de tuberculosis, esto solo
sefala que el sujeto esta infectado, pero no es un indicador de que esta
presentando la enfermedad. A su vez, existen diferentes pruebas de la tuberculina
gue son utilizadas para detectar la infeccion por M. tuberculosis, como son la OT
(tuberculina vieja), y el PPD (Derivado Proteico Purificado); el cual es actualmente
el méas utilizado. Dicha prueba se administra mediante la técnica de Mantoux;
aplicando 0.1 ml de la solucion PPD en la parte posterior del antebrazo por via
intradérmica. (Rossman, 1996)

Lo que ocurre inmunolégicamente al realizar esta prueba es que, una parte
desaparece por via linfatica y el resto permanece en donde fue inoculado, dicho



remanente es fagocitado por los macréfagos; asi cuando el hospedero ha tenido
contacto efectivo con micobacterias, se expresa proliferacion y sensibilizacién de
linfocitos T como respuesta inmunoldgica posterior a dicho contacto, con el
consecuente estado infeccioso bajo esta circunstancia, los macréfagos (que han
fagocitado PPD) estimulan a los linfocitos (ya sensibilizados) provocando una
reaccion de hipersensibilidad tipo retrasada (HTR) la cual requiere alrededor de
24-48 horas para manifestarse, se produce una reaccion inflamatoria (edema), hay
proliferacion de linfocitos T especificos para el antigeno y se descargan linfocinas
produciendo una acumulacion mayor de células (eritema). (Rossman, 1996)

La lectura de la prueba debe realizarse a las 72 horas después de su aplicacion,
se debe localizar y tocar la induracion para sentir los bordes y con ayuda de una
regla flexible se mide el diametro de la induracién, por ultimo los resultados deben
anotarse en milimetros. La prueba se interpreta de la siguiente manera:
(Castellanos, 2010).

3 De 0 a9 mm se considera no reactor

©3 De 10 o més se considera reactor

©3 En menores de 5 afos, en recién nacidos, en nifios y nifias con
desnutricion y personas inmunodeprimidas se considera reactor al
que presenta 5 0 mas mm de induracion

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) en el afio de 1993 declar6 a la
tuberculosis como una emergencia de salud publica mundial; por lo que
implemento diferentes estrategias para combatirla como son: diagnostico por
medio de baciloscopia, tratamiento con farmacos antituberculosos, de primera
linea y un sistema estandarizado para reportar el nimero de casos de tuberculosis
en los sistemas de salud nacionales. (Baddeley, 2013)

Las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas del género Mycobacterium, a
excepcion de la especie lepreae, incluye bacilos pleomérficos de 1 a 5 um de
largo, delgados y ligeramente curvos, en disposicion aislada o en grupos con
ordenamiento paralelo (cordon serpiginoso), inmdéviles, no esporulados,
resistentes a la desecacion, al frio y a la congelacion; pueden sobrevivir por
periodos prolongados en esputo seco. Tienen un tiempo de generacion de 8-24
horas y crecen en medios solidos como: Middlebrook 7H10/11 o Lowenstein-
Jensen; en Léwenstein-Jensen, crecen en forma de grumos con una coloracion
crema, el crecimiento puede ser detectado al trascurrir de 2-6 semanas de la
siembra. (Jawetz, 2001).

Los constituyentes de la pared micobacteriana son determinantes de las
propiedades biolbgicas y patogénicas que caracterizan al género, ya que contiene



de 20-60% de lipidos unidos a proteinas y carbohidratos que le confieren elevada
resistencia a la luz, alcali y acidos, y particularmente a la accion bactericida de los
anticuerpos. La capacidad de formar complejos micdlicos estables con ciertos
colorantes arylmetanos (carbol-fucsina, auramina rodamina); le confieren a la
micobacteria coloraciones que permiten su identificacion en liquidos, exudados o
tejidos del hospedero. El alto contenido de lipidos (acidos micdlicos), no es
exclusivo de éstas, sino que también estan presentes en géneros como Nocardia,
Corynebacterium y Rhodococus; esta propiedad otorga a las micobacterias la
resistencia a la decoloracion con mezclas de alcohol-acido y por esto se les asigna
el nombre de Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR). (Jawetz, 2001).

Asi la tincion de Ziehl-Neelsen con carbol fucsina o fucsina fenicada los exhibe de
color rojo, o bien verde-amarillo fluorescente bajo luz ultravioleta por reaccion con
auramina-rodamina. La identificacién del microorganismo depende, por tanto, de
sus propiedades tintoriales, pero también de sus caracteristicas morfoldgicas,
bioguimicas y metabdlicas. Aunque de crecimiento lento, la temperatura éptima de
cultivo de la mayoria de las especies del género es de 35-40° C. (Cole, 2005).

Existen tres constituyentes de la capa externa de la pared micobacteriana que
estan asociados a factores de patogenicidad y virulencia, los cuales son: factor
corddn, sulfolipidos y micésidos. El factor cordén produce que las micobacterias
tengan una disposicién en forma de cadenas o serpentina, este es producido por
el componente de la pared trehalosa 6 6-dimicolato, el cual origina una inhibicién
de la succinato deshidrogenasa produciendo toxicidad para los leucocitos. Los
sulfolipidos, son los responsables de impedir la fusién fagosoma-lisosoma, con lo
cual se potencia al factor corddn. Micésidos, estos le confieren proteccion a la
bacteria contra un ambiente intracelular hostil. (Rossman, 1996)

Otro mecanismo de patogenicidad conocido es el lipoarabinomanano, el cual
tambien es un constituyente principal de la pared celular de la micobacteria, éste,
tiene la capacidad de intensificar la produccion del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF a), e inhibir la produccién de interferon gamma (IFN y), ademas de que es
depredador de los radicales libres de oxigeno, protegiendo a la micobacteria de la
toxicidad producida por el fagolisosoma. Por otro lado, se ha encontrado una
proteina secretada por M. tuberculosis, el antigeno 85A, el cual se une a la
fibronectina evitando que esta active al linfocito T unido a su receptor, y de este
modo impide la activacion de los macréfagos. (Sanchez, 2008).

Debido a la estructura lipidica de la membrana de M. tuberculosis, esta se
considera como una bacteria resistente a la mayoria de los antibiéticos, esto es
generado por la concentracion de mas de un 60% de lipidos que actidan como
barrera casi impermeable, Unicamente solutos hidrofilicos penetran a través de
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porinas. Los farmacos activos contra esta micobacteria se dividen en farmacos de
primera linea y farmacos de segunda linea, dentro de los farmacos de primera
linea se encuentran la isoniacida y la rifampicina, esta ultima ha originado grandes
preocupaciones, debido a que M. tuberculosis ha desarrollado un mecanismo de
resistencia a ésta, con lo cual hace que el tratamiento de inicio pueda fallar.
(Quirds, 2001).

El mecanismo de accion que posee la rifampicina para actuar contra micobacterias
es simple, actia sobre la ARN polimerasa, inhibiendo la sintesis del ARN
mensajero, y por consiguiente la sintesis de acido nucleico; por lo tanto al inhibir
dichos procesos la rifampicina conduce a la muerte celular. La bacteria ha
desarrollado un mecanismo de resistencia a la rifampicina provocado por una
mutacion en el gen rpoB, el cual codifica para la subunidad 3 del ARN polimerasa;
las alteraciones causadas por dicha mutacion impiden que la rifampicina se una
adecuadamente a el ARN polimerasa y por lo tanto su efecto se inhibe.
(Morbidoni, 2006).

Diferentes investigaciones han demostrado que las mutaciones en el gen rpoB son
las promotoras de la resistencia a la rifampicina en un 95% de los casos, dichas
mutaciones se encuentra en un segmento de aproximadamente 81 pb (pares de
bases) y las mas frecuentes son causadas por inserciones o0 deleciones.
(Bermudez, 2005).

En lo que respecta al tratamiento, la quimioterapia antifimica es diferente respecto
a otros microorganismos, debido al largo periodo de duplicacién de la bacteria, a
sus componentes estructurales los cuales le confieren poca permeabilidad a
sustancias, y a su capacidad de permanecer en el hospedador en estado de
latencia. (Mandel, 2010). Asi, en la década de los 50 la quimioterapia redujo la
transmision de tuberculosis, sin embargo en los afios 80 es declarada emergencia
de salud publica mundial debido al surgimiento de cepas resistentes a los
farmacos usados en el tratamiento para la tuberculosis; por este motivo en el afo
de 1991 la OMS implemento la estrategia de tratamiento multidrogas para evitar
aguellas cepas resistentes a algunos farmacos utilizados. Actualmente la OMS
sigue implementando las llamadas estrategias DOTS (tratamiento corto
supervisado), apoyandose en farmacos de primera linea los cuales tienen
propiedades bactericidas y en estos se incluyen a la isoniacida, rifampicina,
pirazinamida, y estreptomicina; incluyendo al etambutol en casos nuevos, el cual
tiene efecto bacteriostatico. (Arraiz, 2007).

Para nuestro pais los farmacos manejados son: isoniacida, rifampicina,
pirazinamida, y etambutol. Se utilizan en el tratamiento primario que dura 2 meses,
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posteriormente se administra isoniacida y rifampicina durante 4-6 meses como
fase de sostén. (Secretaria de Salud, 2013).

El éxito del tratamiento antifimico es evaluado y supervisado mediante el estudio
de baciloscopia, el cual se realiza con el andlisis de una muestra biologica emitida
mensualmente durante y hasta terminar el tratamiento; observandose
paulatinamente la disminucion en la cuenta de bacilos y la ausencia completa de
ellos, y también es vigilada mediante radiografias y cuadro clinico. (Secretaria de
Salud, 2013).

La mayoria de los nifilos que cursan con la enfermedad son asintomaticos, pero
también pueden presentarse ciertas alteraciones en los estudios de imagenologia
como son: linfadenopatia hiliar, linfadenopatia mediastinica, infiltrados
segmentarios o lobares, neumonia consolidada, atelectasia, derrame pleural o
tuberculosis miliar. Cuando hay tuberculosis extrapulmonar pueden presentarse
linfadenopatia cervical, afeccion ésea y articular y meningitis tuberculosa; en nifios
menores de 5 afios puede presentarse  tuberculosis miliar y meningitis
tuberculosa, incluyendo neumonia. (Rossman, 1996)

La tuberculosis extrapulmonar suele presentarse en alrededor de un 20% de los
lactantes y nifios enfermos de tuberculosis pulmonar; la enfermedad temprana se
caracteriza por linfadenopatia o afeccion miliar, meningea, 6sea, articular o renal.
(Panqueva, 2000). En la tuberculosis pulmonar progresiva hay presencia de fiebre,
tos, pérdida de peso y estertores humedos en el area dafiada. La enfermedad
miliar se presenta al romperse un foco caseoso en el interior de un vaso
sanguineo, caracterizado por fiebre y pérdida de peso sin sintomas pulmonares.
(Rossman, 1996)

Para realizar el diagnostico clinico y definirlo como caso de tuberculosis de
acuerdo a las especificaciones de las organizaciones de salud publica; deben
incluirse criterios epidemioldgicos, clinicos, radioldgicos, histopatologicos vy
microbiolégicos. (Panqueva, 2000).

La OMS realiza dos distinciones para aclarar diferencias en cuanto al diagnéstico
realizado en el laboratorio y el diagndstico que efectia el médico, y los define de la
siguiente manera: (OMS, 2013).

Caso de TB bacteriolégicamente confirmado: aquella muestra biolégica con
baciloscopia, cultivo o prueba rapida (técnicas moleculares) positiva.

Caso de TB clinicamente diagnosticado: aquel que no cumple con los criterios
para la confirmacién bacterioldgica, pero que ha sido diagnosticado de acuerdo a
la base en anomalias en radiografias o histologia sugestivas, o0 casos
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extrapulmonares sin confirmacion del laboratorio, pero diagnosticados como TB
activa por un Médico el cual ha decidido someter al paciente bajo tratamiento.
(OMS, 2013).

En nuestro pais la NOM-006-SSA2-2013. Para la prevencion y control de la
tuberculosis, los define de la siguiente manera:

Caso de TB: aquella persona a la que se le diagnostica con tuberculosis pulmonar
o extrapulmonar, el cual debe ser confirmado.

Caso de TB confirmado: persona a la que se le ha identificado el complejo M.
tuberculosis en cualquier muestra, ya sea por medio de cultivo, baciloscopia o
molecularmente.

Caso de TB no confirmado: aquella que posee signos y sintomas clinicos y
respuesta terapéutica sugerentes de TB, pero cuya baciloscopia, cultivo o
métodos moleculares fueron negativos.

El diagnostico microbiologico se realiza mediante el cultivo de Mycobacterium
tuberculosis en agar de Loéwenstein-Jensen con tratamiento previo de
descontaminacién y concentracibn para muestras clinicas con alta densidad
microbiana. (Blancarte, 1992). A su vez, la poblacién pediéatrica representa todo
un desafio diagnéstico, pues la mayoria de estos pacientes no tienen las
facultades para poder expectorar y aunado al caracter paucibacilar limitan realizar
un cultivo exitoso a partir de estas muestras. En general las muestras para
diagnosticar tuberculosis pulmonar en nifios pueden ser: esputo espontaneo o
esputo inducido (jugo gastrico y aspirado bronquial), y para diagnosticar
tuberculosis generalizada; liquido cefalorraquideo, orina o puncién ganglionar
entre otros. (Panqueva, 2000)

De acuerdo a la NOM-006-SSA2-2013, para realizar un tratamiento adecuado este
sera administrado de acuerdo a las siguientes formas: primario acortado,
retratamiento primario con farmacos de primera linea, retratamiento estandarizado
con farmacos de segunda linea para tuberculosis multiresistente. Esto de acuerdo
al diagnostico y al modo en que el paciente ha llevado el tratamiento
farmacoldgico. Para esto se establecido una estrategia para que se cumpla con
éxito terapéutico (ver figura 1)
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Tratamiento primario (periodo de 6 meses)

Cuatro farmacos, 12 linea: H, R, Z, E (2 meses),

Casos nuevos ——) y H, R (4 meses)

[ Retratamiento primario (periodo de 8 \
Abandono o => meses)
recaida

Cinco farmacos, 12 linea: H, R, Z, E, S (2
meses), H,R,E, Z(1 mes),H, R, E (5

meses)
Fracaso al y w/

tratamiento vy Estandarizado 22 linea (periodo de 24
retratamiento  —— meses)
primario .
12y 22 linea: Km o Am o Cm, Lfx,
Pto, Cs, Z, E (6 meses), Lfx, Pto, Cs,
Z, E (18 meses)

Fracaso al
retratamlfanto : Retratamiento
estandarizado

individualizado

12 linea H: isoniacida, R: rifampicina, Z: pirazinamida, E: etambutol, S:
estreptomicina, 22 linea Km: kanamicina, Am: amikacina, Cm:
capreomicina, Lfx: levofloxacina, Pto: protionamina, Cs: ciclocerina.

Figura 1. PirAmide de éxito terapéutico. (Tomado de Secretaria de
Salud, 2013).

Todo paciente que fracase al tratamiento primario, los que abandonen, recaigan o
fracasen a un retratamiento con farmacos de primera linea, deben ser evaluados
por el Comité Estatal de Farmacorresistencia (COEFAR) el cual establecera las
acciones a seguir en casos con tuberculosis resistente a farmacos. (Secretaria de
Salud, 2013).
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Marco de referencia

o3 El incremento de tuberculosis durante las dltimas décadas en la poblacion
pediatrica se atribuye a diversos condicionantes, dentro de los que se
encuentran la crisis economica mundial, que conlleva a la reduccioén del
presupuesto en los programas de salud, y por ende a la pobreza, el
hacinamiento, la desnutricion, el abuso de sustancias, y el aumento de VIH
en la poblacion infantil de paises con alta incidencia de tuberculosis.
(Lozano, 2003). La situacidon se complica aun mas por la aparicion de la
resistencia a los farmacos antituberculosos, que es un factor importante que
ha empezado a aparecer no solo en los paises de tercer mundo sino que ha
ido ganando terreno en todos los paises del mundo, lo cual nos hace
enfrentarnos a un gran problema de salud publica mundial. (Panqueva,
2000).

o3 Desde 1997 la OMS publica cada afio un reporte con toda la informacion
epidemiologica de la tuberculosis, llamado Informe Mundial de
Tuberculosis, el reporte mas reciente “Global Tuberculosis Report 2013”
publico que la tuberculosis es la segunda causa de muerte alrededor del
mundo después del VIH. En este reporte se encuentra informacioén sobre
tuberculosis haciendo recuento desde el afio 1990, estadisticas y datos
también del afio 2012, de todas las regiones del mundo que estan
asociadas a la OMS, asi, los casos nuevos de tuberculosis alrededor del
mundo reportados son 8.6 millones, a las vez hubo 1.3 millones de muertes
por tuberculosis, la mayoria de casos en hombres. Se detectaron 530 000
nuevos casos de tuberculosis en nifios, y alrededor de 74 000 muertes por
ésta en la poblacion. Los paises de América Latina con mayor incidencia
son (de mayor a menor numero): Brasil, México, Bolivia, Peri y Colombia.
El informe también reporté que en Brasil los nuevos casos de tuberculosis
en niflas menores de 15 afos fueron 303 y en nifios 277; mientras que en
México los nuevos casos en nifios fueron 133y en niflas 134. (Baddeley,
2013).

o3 Segun el Plan Mundial para detener la Tuberculosis 2006-2015 (The Global
Plan to Stop TB 2006-2015) para el afio 2015 la incidencia de la
tuberculosis debe estar reducida, y por lo menos disminuir a la mitad las
tasas de mortalidad por tuberculosis con respecto al afio 1990. Los paises
con mayor incidencia de tuberculosis son: India, China, Sur Africa,
Indonesia, Pakistan, Bangladesh, Filipinas, Etiopia, Republica del Congo y
Birmania. India con la mas alta incidencia y Birmania con la menor.
(Caines, 2006).
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3 Un estudio realizado en el afio 2011 en el Hospital de la Universidad de
Jimma Etiopia, en la Unidad de Salud Infantil reporté que de un total de 121
pacientes con un diagndéstico de tuberculosis, un 45% se encontraba en la
edad entre 1-5 afios y un 46% de 6-10 afios, el sexo con mayor nimero de
casos reportados fue el masculino con un 57% frente a un 43% en el sexo
femenino. (Workalemahu, 2013)

o3 Rodriguez reporta en un estudio para determinar la epidemiologia de la
tuberculosis pediatrica en Espafia en los afios de 2005-2009, 39 775 casos
de tuberculosis, de los cuales 2 690 eran pediatricos y en nifios se encontro
una mayor proporcion de localizaciones pulmonares (84%). Comparando el
afio 2005 con el 2008 ellos encontraron que hubo un incremento
significativo de riesgo de la tuberculosis pediatrica. De todos los caso en el
afio 2009 el 52% fueron menores de 5 afios y un 48% estaban entre 5-14
afios. (Rodriguez, 2012).

o3 Un estudio realizado en el 2002 en Argentina por investigadores del
Instituto Nacional de  Enfermedades Respiratorias y el Sector de
Epidemiologia asociadas a otras instituciones, indica que la incidencia en el
afio 2000 en nifios menores de 5 afios fue de 24.3 por cada 100 000
habitantes, y del total de los casos representan un 16.9% (nifios y nifias de
0-14 afos). Los casos extrapulmonares constituyeron el 6.5% del total de
casos, con las formas mas graves que es meningea y diseminada (Niseli,
2002).

3 En Bogota en el afio 2013 la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) lanzé un articulo sobre la importancia de la deteccién oportuna de la
tuberculosis para reducir la mortalidad en nifios y nifias, asi los casos de
tuberculosis al afilo en Colombia se encuentran en los 12 000, para el afio
2012 se reportaron 674 casos de los cuales, 88 eran en nifios de hasta 1
afio, 231 entre 1-4 afios, 156 para los de 5-9 afos, y 199 para el grupo de
10-14 afios; en este caso el 14.9% eran de poblacion indigena. (OPS,
2013)

o3 Un trabajo realizado en México por Médicos del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Dr. Ismael Cosio Villegas” (INER) reporta la
importancia y el como diagnosticar tuberculosis en nifios, revela que en el
2010 el Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica se presentaron 18
848 casos de tuberculosis, 4.9% de ellos en menores de 15 afios, donde las
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localizaciones mas frecuentes fueron pulmonar 81.6%, ganglionar 5.7%, y
meningea 1.6%, y la edad con mayor niumero de casos es de 1-5 afios.
Recomendado el diagndstico basandose en una suma de elementos, entre
los cuales se encuentran el antecedente de contacto, la prueba PPD
positiva, los estudios de imagen anormales y el hallazgo de M. tuberculosis
por baciloscopia o histopatologia. (Anleu, 2012).

Las estadisticas hechas por el Instituto Nacional de Estadistica Geografica
(INEGI) en colaboracion con el Sistema Nacional para la Vigilancia
Epidemioldgica (SINAVE), indican que en el 2010 los estados con mayor
incidencia de tuberculosis pulmonar en México fueron: Baja California,
Guerrero, y Tamaulipas; para la tuberculosis extrapulmonar y meningea:
Baja California. (Secretaria de Salud, 2012).

Para el afio 2012 el INEGI publico su informe junto con el Sistema Unico de
Informacién para la Vigilancia Epidemiologica (SUIVE) en donde se reporta
gue los estados con mayor incidencia en tuberculosis pulmonar en nifios
menores de 1 afio, son: Baja California, Colima, Guerrero, Sonora; en nifios
de 1-4 afios: Baja California, Guerrero, de 5-9 afios: Baja California, Colima,
10-14 afios: Baja California, Sonora; 15-19 afios: Baja California, Baja
California Sur, Colima, Guerrero, Nuevo Leon, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas. En la tuberculosis extrapulmonar los estados con mayor
incidencia en nifios menores de 1 afio: Baja California; en nifios de 1-4
afios: Baja California, Nayarit; 5-9 afios Baja California y Jalisco, 10-14
afios Baja California; 15-19 afios: Baja California, Nayarit. Tuberculosis
meningea en nifilos menores de 1 afio: Aguascalientes y Baja California; de
1-4 afos: Baja California; 5-9 afios: Yucatan; 10-14 afios: Baja California y
Michoacan; 15-19 afos: Aguascalientes y Baja California. En Puebla la
incidencia en el 2012 de tuberculosis pulmonar fue: para nifios menores de
1 afio de 2.39 por cada 100 000 habitantes; en nifios de 1-4 afios de 1.01;
de 5-9 afios 0.49; de 10-14 afios de 0.80; de 15-19 afios de 2.31, asi en la
tuberculosis extrapulmonar la incidencia en nifios menores de 1 afio fue de
1.60 por cada 100 000 habitantes; en nifios de 1-4 afios de 0.40; en niflos
5-9 afos de 0.65; para los de 10-14 afos de 0.96; y para los que tienen 15-
19 afos fue de 1.48. Y para la tuberculosis meningea la incidencia en todas
las edades fue de 0. (Secretaria de Salud, 2012).

Un estudio realizado por Lora y cols. de 1995-2014 en el Hospital para el
Nifio Poblano sobre hospederos pediatricos con afeccién aguda o cronica
en vias respiratorias inferiores, reportd6 una incidencia de tuberculosis
pulmonar de 7.8% diagnosticada mediante estudios de baciloscopia y
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cultivo en jugo gastrico principalmente, con tendencia hacia el grupo de
edad escolar entre 5-15 afios; con diseminacion hacia sitios anatémicos
extrapulmonares en 3.6% del total de casos, presentando como factor de
riesgo comun la ausencia de BCG. (Lora, 2014).
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Planteamiento del problema

El diagnostico de tuberculosis pulmonar en pacientes pediatricos es dificil de
establecer y confirmar debido al complicado acceso a las muestras clinicas
disponibles para estudio; sin embargo, es necesario apoyar el diagndstico clinico
de dicha enfermedad a través del estudio de baciloscopia, debido a que con
frecuencia la evolucion clinica cursa desfavorablemente avanzando a otros sitios
anatémicos importantes como sistema nervioso central, rifidn, bazo e higado, con
evidente compromiso de la calidad de vida entre la poblacion de riesgo ya
mencionada. Asi mismo, los hospederos pediatricos tanto infectados como
enfermos representan un indicador de transmision de tuberculosis via hospedero
adulto enfermo evidenciando las dimensiones epidemiolégicas de esta
enfermedad.

Por lo anterior se realizd un estudio descriptivo para conocer ¢cual es la incidencia
de tuberculosis pulmonar en una poblacién pediatrica, como es en el Hospital para
el Nifio Poblano?
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Justificacion

La participacién del laboratorio clinico como apoyo en el diagnostico preciso de
tuberculosis pulmonar en pacientes pediatricos es de gran importancia; ya que
este diagnostico refleja una incidencia presuntiva de tuberculosis entre la
poblacion adulta establecida en la relacion de contacto con la poblacién pediéatrica,
la cual a su vez, no solo es susceptible de adquirir la enfermedad pulmonar, sino
también de desarrollar en alta frecuencia tuberculosis diseminada de evolucién
clinica desfavorable.
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Objetivos
General

o3 Determinar la incidencia de tuberculosis pulmonar en pacientes pediatricos
del “Hospital para el Nifio Poblano” de enero-junio 2014.

Particulares

o3 Realizar la técnica de baciloscopia como apoyo diagnéstico de laboratorio

en tuberculosis pulmonar infantil.
3 Realizar la técnica de cultivo como apoyo diagnéstico de laboratorio en

tuberculosis pulmonar infantil.
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Disefo de la investigacion

o3 Estudio transversal, observacional y descriptivo.

o3 Universo de estudio: 107 muestras de pacientes de edad pediatrica con
diagndstico y sintomatologia de vias respiratorias bajas aguda o crénica del
Hospital para el Nifio Poblano en el periodo de enero a junio de 2014.

Criterios de inclusion:

3 Muestras clinicas de esputo espontaneo e inducido (jugo gastrico y
aspirado bronquial) de pacientes en edad pediatrica con diagnostico y
sintomatologia de enfermedad de vias respiratorias bajas aguda o cronica.

Criterios de exclusion:

©38 Pacientes que no tienen edad pediatrica.

o3 Muestras clinicas procedentes de pacientes en edad pediatrica sin
diagnoéstico ni sintomatologia de enfermedad de vias respiratorias bajas
aguda o crénica.

o3 Muestras que posean las caracteristicas adecuadas para su procesamiento,
en el caso del esputo que no contenga gran cantidad de saliva y jugo
gastrico obtenido con el ayuno adecuado.
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Metodologia

Las técnicas y metodologias utilizadas en este trabajo seran realizadas con el
siguiente material y reactivos:

Material

o8 Frascos de plastico estériles, transparentes con tapa de rosca y cierre
hermético.

©3 Jeringas estériles de plastico con aguja.

o3 Trampa de Lukens.

©3 Tubos de vidrio con tapa de rosca y cierre hermético esterilizados.

o3 Vasos de precipitados esterilizados (250 ml).

o8 Pipetas de transferencia estériles y desechables.

o3 Aplicadores de madera esterilizados.

©3 Tiras reactivas para pH 0-14.

8 Guantes de latex.

©8 Cubrebocas N95.

©3 Anteojos protectores.

©3 Bata tipo cirujano estéril.

3 Portaobjetos con pantalla esmerilada.

©3 Gabinete de bioseguridad tipo Il clase A

©3 Mechero tipo Bunsen

©8 Mezclador automaético.

©3 Gradilla.

3 Contenedores para RPBI (capacidad 3 L).

o3 Centrifuga con accesorios para seguridad biolégica (contencién de
aerosoles).

RRKXK&KK

Balanza.

Incubadora a 37°C atmosfera ambiente.
Microscopio optico.

Hoja de registro de lectura de baciloscopia.
Pinzas.

Puente de tincion.

Reactivos

«3
3
3
3
3

NaOH al 4% con rojo de fenol (indicador de pH).
Solucion amortiguadora de fosfatos.

Agua destilada estéril.

HCI 1N.

Solucién acuosa de fenol al 5%.
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RRKXKKK

Solucién acuosa de hipoclorito de sodio al 6%.

Agar preparado de Léwenstein—Jensen BD-BBL ™.

Solucién de fucsina fenicada.

Solucién de alcohol-acido.

Solucién de azul de metileno.

Torundas de algodon con alcohol etilico.
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BACILOSCOPIA Y CULTIVO

El diagrama 1 muestra la metodologia general a seguir para la realizacion de este
trabajo en el laboratorio:

Diagrama 1. Diagrama general de trabajo.

(1) Esputo espontaneo

Pacientes pediatricos W
con enfermedad de vias >[ Muestra clinica ]<
respiratorias bajas -jugo gastrico
aguda o cronica.

2) Esputo inducido:

-aspirado bronquial

Aspirado bronquial Proceso de descontaminacién

y esputo espontaneo y concentracion la técnica de Petroff

Extendido 2X1 cm Cultivo en Léwenstein—Jensen
Técnica de Tincion de Incubacién por 63 dias
Ziehl-Neelsen Temperatura 37°C

Atmosfera ambiente

v

Deteccion de BAAR

Interpretacion: criterios OMS, OPS, InDRE
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Recoleccidon y manejo de muestras para el estudio de baciloscopia:

Se realizé la recoleccion de muestra clinica para baciloscopia en serie de tres
muestras minimo, para estudio de baciloscopia de diagnostico, una por dia; y
muestra Unica para estudio de baciloscopia de control. Se recomendo realizar la
recoleccion de la primera muestra en el momento en el cual se habia identificado
al paciente tosedor cronico. Como alternativa, se refrigeré la muestra a 4°C sélo
en el caso de esputo espontaneo.

Esputo espontaneo

Se recomendd al paciente realizar la recolecciéon de la muestra clinica en un
espacio ventilado o en ambiente exterior. El paciente realiz6 una aspiracion
profunda y expulsé directamente el contenido respiratorio en el recipiente que se
le haya asignado. La muestra clinica se depositdé en un recipiente de plastico
estéril, desechable, de boca ancha y tapa de cierre hermético. Se identifico la
muestra clinica por medio de los datos respectivos del paciente: nombre, edad,
sexo, fecha de recoleccidn, expediente, Institucion de salud y tipo de muestra
clinica.

Esputo inducido

Jugo gastrico:

Se indico al paciente, ayuno de 4-6 horas en lactantes menores y ayuno de 8-12
horas en pacientes mayores de 3 afios. Esto debido al riesgo de broncoaspiracién
del contenido gastrico durante el procedimiento de recoleccién de muestra clinica
y por contaminacion de esta ultima.

Se aspir6 el contenido gastrico con la ayuda de sonda nasogastrica introducida en
la cavidad orofaringea continuando el trayecto a través de laringe hasta estomago.
Se canaliz6 el contenido gastrico en una jeringa de al menos 5 cm de capacidad y
se coloco el tapon de la jeringa.

Se identificd la muestra clinica por medio de los datos respectivos del paciente:
nombre, edad, sexo, fecha de recoleccién, expediente, institucién de salud vy tipo
de muestra clinica.

Aspirado bronquial:

Se realiz6 con las medidas de asepsia adecuadas en el instrumental. Se
recolectaron secreciones a traveés de broncoscopio o con el sistema de aspiracion,
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pudiendo introducir de 3-5 mL de suero fisioldgico previo a la aspiracion. Se colocé
en la trampa de Lukens. Se realizé el registro de datos de las muestras en la
bitacora.

Baciloscopia

Se utilizaron portaobjetos nuevos no reutilizables. En el extremo izquierdo
correspondiente a % de la superficie total del portaobjetos, se anotaron los datos
referentes a la muestra clinica que se analiza:

©3 iniciales del nombre del paciente
©3 iniciales de identificacion del laboratorio que realiza el examen
o3 numero de control e identificacién de la muestra clinica a examinar

Se realizaron extendidos de 2 cm de ancho x 1 cm de largo, en el centro del
portaobjetos. Si es el caso del tipo de muestra clinica esputo espontaneo, el
extendido se realiz6 recolectando una alicuota representativa (mucopurulenta) de
la muestra clinica con la ayuda de un aplicador de madera.

En el caso de muestra clinica esputo inducido, el extendido se realiza
recolectando una alicuota del concentrado obtenido posterior a la técnica de
Petroff con la ayuda de una pipeta de transferencia estéril y desechable.

Realizado el extendido se dejo secar al aire por 24 horas. Se fij6 el frotis al calor
de la flama del mechero bunsen. Se tifié con técnica de Ziehl-Neelsen.

Se realiz6 la lectura de los frotis con microscopia Optica simple en aumento 100x.

Se leyeron 100 campos, abarcando toda la laminilla y evitando leer el mismo
campo.

Se dividié cada campo en 4, y ley6 en sentido de las manecillas del reloj.

Se anotaron los resultados en una cuadricula con 100 cuadros y se reportaron los
resultados como se indica en la tabla 1:
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Tabla 1. Clasificacion de los resultados en la baciloscopia

Negativo (-)

De 1 a9 BAAR* Informar el nimero de bacilos en 100 campos observados.
positivo (1 Meros s un beclo por campo en promedio (ds 10252
Positivo (++) (?beslli,rr]\?a?j(;js‘i_ez bacilos por campo en promedio en 50 campos
Positivo (+++) Mas de 10 bacilos por campo en 20 campos observados.

No se observan bacilos acido-alcohol resistentes en 100
campos microscopicos.

* Bacilos Acido Alcohol Resistentes

Tomado de Balandro, 2003.

Técnica de Petroff

Esta técnica es utilizada para eliminar a aquellas bacterias de la flora normal
provenientes de los sitios anatdmicos no estériles durante la obtencion de las
muestras y para concentrar a los bacilos contenidos en la muestra (ver diagrama

2):

3
3

El procedimiento se realizé en una cabina de bioseguridad tipo Il clase A.
Se calz6 la vestimenta y dispositivos de proteccién indicados para el
operador en el manejo de muestras biologico-infecciosas de riesgo nivel lll.
(Ver apéndice A).

Se colocé en una gradilla el nimero de tubos estériles a ocupar
dependiendo el nUmero de muestras, identificados con el nUmero de control
de laboratorio.

Para esputo espontaneo y aspirado bronquial se utilizé una pipeta de
trasferencia estéril y desechable, con la que se tomo6 un volumen de 2 mL
de la muestra, se vacio su contenido en el tubo de vidrio correspondiente a
cada muestra.

En el caso de jugo gastrico, se destapé la jeringa que contenia la muestra y
se vacié con cuidado en un tubo de vidrio evitando la formacion de
aerosoles.

Se agreg6 a cada tubo un volumen de NaOH al 4% igual al de su contenido
y se cerro.
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Se agitd el tubo en un mezclador automatico 20 segundos, hasta que la
parte mucopurulenta se desintegro.

©3 Se centrifugdé a 3500 rpm durante 20 minutos.

& R{IKK &

& & &

& &

Se elimin6 cuidadosamente el sobrenadante en un contenedor para RPBI a
prueba de salpicaduras.

Se agrego buffer de fosfatos en la misma cantidad del sedimento.

Se homogenizé en el mezclador automatico por 10 segundos.

Se centrifug6 a 3500 rpm durante 15 minutos.

Se deseché6 el sobrenadante y se neutralizé el sedimento con HCI 1N,
cuidando que éste posea un pH entre 6.5-7.2, midiendo con tiras reactivas
para pH.

Se colocd en la gradilla los tubos necesarios con medio de -cultivo
Lowentein-Jensen, identificados adecuadamente.

Se tomo con una pipeta desechable estéril el producto neutralizado, y se
sembré en el tubo de 3-4 gotas.

Se flamearon los tubos antes y después de cerrarse.

Se colocaron los tubos sembrados en una bandeja con fondo inclinado.

Se incubaron los tubos en una estufa a 37° C, atmosfera aerobia por un
tiempo de 63 dias.

Se realizaron lecturas del cultivo a las 24, 48 y 72 horas para detectar
contaminantes y alteraciones en el medio de cultivo por pH extremo.

Las revisiones posteriores se hicieron a los 7, 30, y 63 dias; informando en
cada ocasion los cultivos que fueron positivos.

Los tubos negativos solo se informan a los 63 dias de incubacién.

En general, las colonias de M. tuberculosis son rugosas, color crema y con
aspecto de coliflor y se desarrollan en la superficie del medio.

En caso de observar crecimiento, se analiza realizando un extendido del
aislamiento y se tii0 con Ziehl-Neelsen para corroborar la reaccion
caracteristica de acido alcohol resistencia como dato de identificacion
presuntiva del género Mycobacterium.
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Diagrama 2. Técnica de concentracion de Petroff
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Identificaciéon de las especies del complejo tuberculosis

Para realizar la identificacion de M. tuberculosis el laboratorio se apoya en
diferentes procedimientos, dentro de los que se encuentra: determinacion de la
tasa de crecimiento, produccién de pigmento, morfologia macroscopica de las
colonias y reacciones a las pruebas bioquimicas, estos son estandares de
referencia; en la tabla 2 se muestran las diferentes pruebas para realizar su
identificacion:

30



Tabla 2. Caracteristicas para la identificacion de micobacterias. Tomado de Mandel, 2010.

Mycobacterium T°C TASA DE PIGMENTO NIACINA | REDUCCION CATALASA HIDROLISIS | UREASA
CRECIMIENTO | = . NITRATOS 25°C 68°C | TWEEN 80

tuberculosis 37°C =15 dias AM + + + - -+ +
africanum 37°C = 31 dias AM AM \ \ + - - +
bovis 37°C 224 dias AM AM \ - + - - +
ulcerans 32°C =28 dias AM AM - - + + - +
kansassi 37°C 215 dias A AM - + + + + +
avium 37°C 215 dias AM AM - - + + - -
fortuitum 37°C <10 dias AM AM - + + + +/-
chelonei 37°C <10 dias AM AM \% - + + -
smegmatis 37°C <10 dias A AC - + + +/- +

o Luz * Oscuridad AM: Amarillo mate A: amarillo AC: Amarillo claro V: variable

Determinacion de las caracteristicas del cultivo

©3 Se observan las caracteristicas de morfologia colonial, formacion de
pigmento en luz y oscuridad, temperatura éptima y tasa de crecimiento. (ver
diagrama 3).
©38 En la cabina de seguridad con el mechero encendido, se toma una porcion
de una colonia del medio de cultivo el cual ser4 sometido a su identificacion
y se realiza una suspension en solucion salina estéril a escala 1 McFarland.
©3 Se inoculan 0.2 mL de la suspensién en cada uno de cinco tubos con agar
Lowenstein-Jensen y se incuban a las siguientes temperaturas

20-25°C, 32-33°C, 42°C, 37°C, 37°C cubierto en papel carbén.

3 Realizar lecturas de los cultivos sembrados cada 8 dias.

Niacina

La niacina es un subproducto del metabolismo de las micobacterias el cual es
transformado en niacina ribonucleétido por la mayoria de micobacterias excepto
las especies tuberculosis y bovis ocasionalmente, al no ser transformada la
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niacina, se acumula en el medio de cultivo. La prueba se basa en la deteccion de
la presencia o ausencia de niacina en el medio, y esta se realiza al mezclar una
solucién de bromuro de cian6geno que reacciona con la niacina existente en
presencia de una solucién alcohdlica de o-toluidina.

La presencia de niacina se interpreta como POSITIVA con la observacion del
desarrollo de color amarillo.

Catalasa

Todas la micobacterias, excepto las mutantes isoniacido-resistentes poseen la
capacidad de sintetizar catalasa, ésta cataliza la reaccién de descomposicion del
perdxido de hidrégeno, mediante la siguiente reaccion:

2H202 —» 2 H20 + O2

La actividad de la catalasa es inhibida a 68°C en las especies de M. tuberculosis y
M. bovis, mientras que en las otras especies su actividad persiste.

Se prepara una suspension del crecimiento con solucién buffer por duplicado. El
ensayo se realiza con solucién de peroxido de hidrogeno al 30% mas una
solucion detergente de Tween 80 al 10% para lograr la dispersion de las
micobacterias. La prueba se realiza a temperatura ambiente y a 68°C en bafio
Maria.

La interpretacién positiva de la prueba es indicada por la produccion de burbujas.

Reduccidén de nitratos a nitritos

Algunas micobacterias pueden utilizar los nitratos como fuentes de nitrdgeno,
reemplazando a las sales de amonio. M. tuberculosis posee una enzima en su
membrana llamada nitrato reductasa la cual reduce el nitrato (NO3) a nitrito (NO2),
la reduccion de los nitratos puede ser identificada por la produccién de un
colorante azo de la siguiente manera:

Se realiza una suspension del crecimiento de micobacterias en 2 mL de solucién
acuosa de nitrato de sodio 0.01 M y se incuba esta solucién por 2 horas a 37°C.
Se agregan 2 gotas de HCI diluido 1:1 en agua y posteriormente 2 gotas de
solucion acuosa de sulfanilamida al 0.22%. Finalmente se agregan 2 gotas de
solucion acuosa de clorhidrato de N-Natftil etilen-diamina 0.1%.

La interpretacion de la prueba es positiva al observar el desarrollo de color rojo
variable en intensidad.

Hidrélisis de Tween 80
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La reaccion de la hidrélisis de Tween 80 esta determinada por la presencia de una
lipasa que solo se encuentra en ciertas micobacterias, donde su hidrolisis produce
como productos el acido oleico y el sorbitol poliexietilado. La identificacion de
estos productos se realiza mediante un indicador de pH, la técnica se describe a
continuacion.

Se realiza una suspension del crecimiento de micobacterias en 4 mL de solucion
compuesta de buffer de fosfatos, rojo neutro y Tween 80 (mono-oleato de
polioxietilensorbitan), esta se incuba a 37°C y se realizan lecturas a los 5y 10 dias
sin exponer a la luz. Se interpreta la prueba como positiva ante el desarrollo de
color rosa variable en intensidad y negativo ante la persistencia del color ambar
original de la solucion.
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Diagrama 3. Técnicas a realizar para la identificacion de micobacterias
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68°C (+/-) nitratos (+/-) Tween 80 (+/-)

l

Interpretacion de resultados

Deteccién de especie: consultar tabla 2.
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Resultados

En el periodo comprendido de enero a junio de 2014 se estudiaron 31 pacientes,
quienes tuvieron como diagnostico inicial enfermedad de vias respiratorias
inferiores, de esos, 13 pacientes corresponden al sexo femenino y 18 al sexo
masculino. (ver grafico 1).

B Femeninos

B Masculinos

Gréfico 1. Pacientes recibidos en el periodo de enero-junio de 2014.

De los 31 pacientes, se analizaron un total de 107 muestras por la técnica de
Petroff, la mayor cantidad de muestras recibidas fueron de jugo géastrico (60%) y el
tipo de muestra que report6 menor numero fue aspirado bronquial (3%). (ver
grafico 2.)

W Jugo gaéstrico
M Esputo

 A. bronquial

Gréfico 2. Tipo de muestra analizada en el periodo de enero-junio de 2014.
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El analisis de las 107 muestras por el método de concentracion de Petroff, junto
con la realizacion de las baciloscopias y cultivos correspondientes, determiné que
tanto las baciloscopias como los cultivos realizados, arrojaron resultados negativos

de todas ellas (ver gréafico 3).

0 0

TOTAL DE CULTIVOS REALIZADOS BACILOSCOPIAS POSITIVAS CULTIVOS POSITIVOS
AL CONCENTRADO

Gréfico 3. Muestras positivas en el periodo de enero-junio de 2014.

Por lo tanto la incidencia de tuberculosis pulmonar en la poblacion estudiada fue
del 0%.
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Discusion

De acuerdo a los datos obtenidos en el periodo de enero a junio de 2014, se
obtuvo una incidencia de la poblacion estudiada de 0%, esto se debe a que tanto
en las baciloscopias como en los cultivos se obtuvieron resultados negativos; se
deben de tomar en cuenta mdultiples factores que pueden hacer que dicha
incidencia no sea correcta, esto puede deberse principalmente a que al realizar las
técnicas tanto de baciloscopia como la de concentracién de Petroff, y el cultivo, se
pudieron haber cometido errores tales como: errores en la ejecucion de la
metodologia, desde técnica de decantacion de sobrenadante, seleccion de
alicuota no representativa para un adecuado frotis, técnica incorrecta de tincion,
lectura inadecuada en la observacién microscopica, falta de control en el pH y
carga microbiana en el concentrado obtenido para cultivo; entre otros probables.
Asimismo los datos del afio 2014 reportados en el estudio realizado en un periodo
de 1995-2014 por Lora y cols. informaron un incremento en la incidencia de
tuberculosis en la poblacién del Hospital para el Nifio Poblano.

Si bien el jugo gastrico representa la mejor alternativa como muestra biologica de
estudio para establecer el diagndéstico de tuberculosis pulmonar en poblacién
pediatrica; también le es atribuible un alto grado de dificultad en el analisis
microbiolégico para evidenciar al agente etiolégico, esto es considerando la
escasa carga de bacilos de Koch que resisten el pH estomacal adverso,
permaneciendo viables a expensas del control inmediato del medio acido;
precision en el proceso de descontaminacién y concentracion, a fin de no afectar
la viabilidad de Mycobacterium spp y simultaneamente obtener los dos criterios de
laboratorio que sustentan el diagndstico, es decir, la observacién microscépica y
crecimiento microbiano. De tal forma que la densidad habitual en nimero de
bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) en una muestra de jugo gastrico
procesada por la técnica de Petroff, concentra no mas de 10 BAAR en un
extendido de 1x2 cm para ser advertidos por el ojo humano.

Por lo anterior, es evidente que se requiere conocimiento, ademas de destreza,

dominio de la técnica y experiencia para el analista, sin menoscabo de las
facultades de inherentes a un analista principiante.
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Conclusiones

3 Se realizé la determinacion de la incidencia de tuberculosis pulmonar en la
poblacion del Hospital para el Nifio Poblano de enero-junio de 2014
obteniendose un resultado de 0%.

3 Se realizaron las baciloscopias de los 31 pacientes recibidos en el periodo
de enero a junio de 2014, obteniendose un resultado negativo.

3 Se realizaron 107 cultivos de los 31 pacientes recibidos, los cuales
resultaron negativos.

3 Es importante la capacitacion del personal dedicado a realizar el
diagnéstico de tuberculosis en el laboratorio ya que este desempefia un rol
importante al momento de realizar el diagndstico de tuberculosis pulmonar
en la poblacion pediatrica y general.
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Apéndice
Requerimientos de bioseguridad para un laboratorio nivel

El laboratorio de contencion nivel I1ll, esta concebido para trabajar con
microorganisos del grupo de riesgo 3 (patdbgenos que suelen causar
enfermedades graves a la poblacion humana y a los animales, pero que
generalmente no se propagan de un individuo a otro); con grandes volumenes de
microorganismo del grupo de riesgo 2 (patdégenos que provocan enfermedades
humanas o animales, pero con una probabilidad baja de entrafiar un riesgo grave
al personal de laboratorio); o por entrafiar un mayor riesgo de difusiébn de
aerosoles. (OMS, 2005).

En el caso del laboratorio de microbiologia del Hospital para el Nifio Poblano se
incluyen todas las caracteristicas anteriores, por lo que es clasificado como
laboratorio nivel de bioseguridad Ill. (Gilpin, 2013).

Requisitos y forma de trabajo:

1. El simbolo de riesgo biolégico debe estar expuesto en las puertas de
acceso al laboratorio, especificando el nivel de bioseguridad y el nombre del
supervisor del laboratorio; con acceso restringido.

2. Toda manipulacion de un material potencialmente infeccioso (muestras de
baciloscopia) debe realizarse en una cabina de bioseguridad.

3. Cabina o gabinete de seguridad clase Il tipo A: con esta se evita la
exposicion de aerosoles y salpicaduras; posee un flujo minimo de aire hacia
el interior, filtros HEPA en el interior para que el aire sea expulsado al
exterior.

4. De ser posible la cabina de seguridad debe estar en un cuarto separado
dentro del laboratorio para trabajar adecuadamente, evitando
contaminacion por el flujo de aire externo o alejada de los lugares de paso o
cruce de corrientes.

5. Antes y después de los procedimientos, la campana debe ser limpiada con
alcohol al 70% con una gasa, para evitar dejar pelusa o restos de
desinfectante.

6. Recipientes herméticos y de material rigido para la eliminacién de material
punzocortante.

7. Autoclave automatica o manual con el disefio apropiado para el Hospital.

8. Los dispositivos de pipeteo deben ser desechables y estériles, si son
pipetas automaticas deben permanecer dentro del area solamente, y al
usarlas evitar la formacion de aerosoles.
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9. La zona de trabajo para las baciloscopias debe de estar en un area
separada.

10.Los liquidos contaminados deberan desinfectarse para ser eliminados con
una solucion de fenol al 5%.

11.El personal debe portar el equipo de proteccion adecuado: batas o0 monos
con abertura trasera y pufio ajustable (bata tipo cirujano desechable),
calzado cerrado, gafas de seguridad, cubrebocas (respirador) de seguridad
N95, guantes de latex desechables.

12.Debe haber un lavabo para asearse las manos de forma adecuada, antes y
después de cada procedimiento.

13.El sistema de ventilacién debe tener un flujo de aire unidireccional.

14.Si se utilizan centrifugas estas requieren estar equipadas con rotores de
contencion y cierre hermético pata evitar la salida y exposicion de los
aerosoles.

15.En el caso del laboratorio para tuberculosis, es preferible utilizar palillos
desechables para hacer el frotis haciendo movimientos lentos y suaves
para no crear aerosoles.

16.En el caso del contenedor del sobrenadante resultado de la centrifugacion,
este deberd ser alto de modo que evite alguna salpicadura (contenedor
para RPBI capacidad de 3 L) y contener una solucion de hipoclorito de
sodio con agua en una proporcion 1:10.

17.Todo cultivo positivo con M. tuberculosis, debe tratarse en autoclave antes
de su eliminacion.

18.En el caso de las laminillas, las negativas pueden colocarse dentro de un
contenedor rigido con una solucion de hipoclorito y agua, para que estas
puedan ser reutilizadas; en el caso de las laminillas positivas seran
previamente descontaminadas en autoclave y después eliminadas.

19.La disposicion de los desechos se hara de acuerdo a la NOM -087 ECOL -
SSA1-2002 como se indica en la Tabla 3
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Tabla 3. Disposicién de RPBI de acuerdo al estado fisico y tipo de recipiente

Tipo de residuos Estado fisico Envasado Color
Sangre Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
Cultivos y cepas de Soélidos Bolsas de Rojo
agentes polietileno
infecciosos
Solidos Bolsas de Amarillo
Patol4gicos polietileno
Liquidos Recipientes Amarillo
herméticos
Solidos Bolsas de Rojo
Residuos no polietileno
anatémicos Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
Punzocortantes Soélidos Recipientes Rojo
herméticos

20.El personal estara debidamente informado y capacitado con la normativa y
forma de trabajo para un laboratorio de nivel de bioseguridad lll, este
también presentara informes de revisiones y andlisis de su estado de
salud completas peridédicamente, para asegurar que éste se encuentra y ha

trabajado en las condiciones adecuadas en el laboratorio.
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