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ABREVIATURAS
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RESUMEN

La tuberculosis extrapulmonar se define, como a aquella infecciobn producida por
Mycobacterium tuberculosis que afecta a tejidos y 6rganos fuera del parénquima pulmonar.

Segun el ultimo informe de la OMS 2016, se reportaron 34577 casos de tuberculosis
extrapulmonar en las Américas. Obteniendo datos para Bolivia, segun el informe de la OPS Y OMS
2013, se reportaron 31536 casos nuevos de tuberculosis extrapulmonar en las Américas y en Bolivia
6622 casos nuevos de Tuberculosis extrapulmonar colocandolo en el cuarto puesto.

El Ogawa es el método convencional gold standar aplicado en nuestro medio para la deteccion de
tuberculosis extrapulmonar en muestras de liquidos estériles.

El ensayo susceptibilidad a fArmacos antituberculosos mediante observacion microscopica (MODS)
se basa en un cultivo en medio liquido que detecta M. tuberculosis y evalla la susceptibilidad frente
a los antituberculosos de primera linea Isoniacida y Rifampicina directamente en muestras
biolégicas del paciente.

El presente trabajo pretende comparar el ensayo MODS con el método convencional cultivo
Ogawa, para el diagndstico de tuberculosis extrapulmonar, en La Paz Bolivia.

La poblacion en estudio estuvo constituida por pacientes con sospecha de tuberculosis
extrapulmonar, que asistieron al Instituto Nacional del Toérax. Se recolecto muestras de liquidos
estériles, las cuales fueron procesadas por el método convencional Ogawa y el ensayo MODS.

De las 50 muestras recolectadas, 2 salieron positivas mediante el Ogawa y 3 mediante el ensayo
MODS. Comparando al ensayo MODS con el Ogawa, se obtuvo una fuerza de concordancia buena,
asi mismo el ensayo MODS obtuvo una sensibilidad del 100% y na especificidad del 97%.

El ensayo MODS también detecta cepas drogorresistentes, en las 3 muestras positivas se observo
cepas sensibles a los farmacos de primera linea, Isoniacida y Rifampicina. El ensayo MODS
proporciono resultados a partir del dia 11, a diferencia del Ogawa que nos proporciono a partir de
los 40 dias.

El ensayo MODS resulto ser una herramienta alterna efectiva para el diagndéstico de tuberculosis
extrapulmonar, ya que fue capaz de detectar al Mycobacterium tuberculosis en muestras de liquidos
estériles con una alta sensibilidad, especificidad y mayor rapidez con una inversién econémica
aceptable para nuestro medio.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, MODS, tuberculosis extrapulmonar, cultivo Ogawa,
liquidos estériles.



ABSTRACT

Extrapulmonary tuberculosis defines, as an infection produced by Mycobacterium
tuberculosis that affects tissues and organs outside the lung parenchyma.

According to the latest WHO report 2016, 34577 cases of extrapulmonary tuberculosis
were reported in the Americas. Obtaining data for Bolivia, according to the report of PAHO
and WHO 2013, 31536 new cases of extrapulmonary tuberculosis were reported in the
Americas and Bolivia 6622 new cases of extrapulmonary Tuberculosis placing it in the
fourth place.

Ogawa is the conventional method of gold applied in our environment for the detection of
extrapulmonary tuberculosis and samples of sterile liquids.

The microscopic antituberculosis drug susceptibility test (MODS) is based on a liquid
medium culture that detects M. tuberculosis and evaluates the susceptibility to the first line
antituberculosis Isoniazid and Rifampicin directly in the patient's biological samples.

The present work the MODS is searched with the conventional method of Ogawa culture,
for the diagnosis of extrapulmonary tuberculosis, in La Paz Bolivia.

The study population consisted of patients with suspected extrapulmonary tuberculosis who
attended the National Chest Institute. Samples of essential liquids were collected,
probabilities were processed by the conventional Ogawa method and the MODS test.

Of the 50 samples collected, 2 were positive by Ogawa and 3 were positive in the MODS
test. Comparing to the MODS test with the eye, a good concordance strength was obtained,
and the MODS test obtained a sensitivity of 100% and a specificity of 97%.

The MODS assay also detects drug-resistant strains, in the 3 positive samples strains
sensitive to first-line drugs, Isoniazid and Rifampicin were observed. The MODS trial
provided results from day 11, a difference of the Ogawa that provided us from the 40 days.

The MODS trial proved to be an alternative tool for the diagnosis of extrapulmonary
tuberculosis, since it was able to detect M. tuberculosis in samples of liquids with a high
sensitivity, specificity and faster with an economic investment acceptable to our
environment.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, MODS, extrapulmonary tuberculosis, Ogawa
culture, sterile liquids.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis extrapulmonar se define, utilizando los criterios de clasificacion de
la OMS, como una infeccién producida por Mycobacterium tuberculosis que afecta a
tejidos y organos fuera del parénquima pulmonar. Segin datos del informe de la OMS

esta enfermedad representa el 20-25% de los casos de tuberculosis. (Lapausa, Saldafia, &

Asensio, 2015)

La tuberculosis extrapulmonar es el resultado de la diseminacion hematogena y
linfatica del bacilo de M. tuberculosis. Para establecer el diagnéstico se requiere de un
elevado indice de sospecha. El retraso en el diagnostico de las formas extrapulmonares es

un hecho frecuente que conlleva un incremento en las tasas de morbilidad y mortalidad.

(Lapausa, Saldafa, & Asensio, 2015)

El diagnostico de la tuberculosis extrapulmonar depende de la probabilidad de
encontrar los bacilos en los sitios de infeccion, los cuales se encuentran en tamafios
poblacionales reducidos, excepto si hay caesificacion o formacion de cavidades, las
biopsias del tejido pueden dar resultados positivos en comparacion a los fluidos en donde
el nimero de los bacilos se ve disminuido por la dilucion. (Jorge Martin Llaca Diaz, 2003). En
base a esta informacion nos centramos en realizar el estudio solo con muestras de liquidos

estériles con sospecha de tuberculosis extrapulmonar.

Segun el ultimo informe de la OMS 2016, se reportaron 190368 casos de VIH en las
Américas, cabe mencionar que la poblacion con tuberculosis pulmonar que presenta

coinfeccidn con VIH fue de 6551 casos presentados en Bolivia, es de importancia hacer



énfasis en este ultimo grupo ya que esta poblacién es susceptible a padecer de tuberculosis

extrapulmonar. (WHO. Tuberculosis report 2016:)

Segin el informe de la OMS 2014, la situacion mundial de la tuberculosis
extrapulmonar se reportaron 830.165 casos nuevos y 6227 casos de recaida, la situacion
en las Américas se reportaron 33.777 casos nuevos y 844 casos de recaida. Obteniendo
datos para Bolivia, segun el informe de la OPS Y OMS 2013, se reportaron en Bolivia

6622 casos nuevos de Tuberculosis extrapulmonar colocandolo en el cuarto puesto. (WHO.

Tuberculosis report 2014:)

En nuestro medio el método de referencia para el diagndstico de M. tuberculosis en
muestras de liquidos estériles es el cultivo en medio sélido Ogawa; sin embargo; la
principal desventaja que presenta este método es el prolongado tiempo que lleva hasta la
emision de resultados, sin contar con los 45 dias que toma realizar las pruebas de
susceptibilidad a antituberculosos, lo cual provoca un retraso en el inicio del tratamiento
del paciente. Sin embargo existen casos en los cuales es posible iniciar un tratamiento

Unicamente bajo entorno medico.

El ensayo susceptibilidad a farmacos antituberculosos mediante observacion
microscopica (MODS) se basa en un cultivo en medio liquido que detecta M. tuberculosis
y evalla la susceptibilidad frente a los antituberculosos de primera linea Isoniacida y

Rifampicina directamente en muestras bioldgicas del paciente. (Asencios, Acurio, & et, 2011)

Su empleo se sustenta en tres principios importantes: (1) M. tuberculosis desarrolla
mas rapido en medio liquido en comparacion al medio solido; (2) permite la posibilidad

de la visualizar en los cultivos (microcolonias) que presentan forma de cordén en medio
2



liquido bajo un microscopio invertido en una etapa temprana y (3) que la incorporacion de
las drogas Isoniacida y Rifampicina permite una rapida y directa deteccién de sensibilidad
en forma simultadnea con la observacion del crecimiento bacteriano. La mayor ventaja de
este método es que nos permite obtener resultados tanto de deteccion del bacilo como de

susceptibilidad a farmacos en un maximo de 20 dias. (Asencios, Acurio, & et, 2011)

El ensayo MODS, esta siendo utilizado actualmente como método de diagnostico de
TB pulmonar de rutina en muchos paises; entre los que se encuentran Chile, Peru,
Argentina y recientemente fue validado en Bolivia (datos no publicados); debido a los
altos valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos que el ensayo demuestra
en diferentes estudios. Sin embargo no se cuenta con muchos datos que demuestren su

verdadera efectividad en el diagnostico de TB extrapulmonar.

Es por ello que el presente estudio pretende evaluar este método para el
diagnostico de TB extrapulmonar, a través de su comparacion con métodos de cultivo
microbiologico que son el Gold estandar y asi poder determinar si su aplicacién para el

diagndstico de TB extrapulmonar es factible en nuestro medio.

2. ANTECEDENTES

Segun el dltimo informe de la OPS Y OMS 2013, se reportaron 31536 casos
nuevos de tuberculosis extrapulmonar en las Américas y en Bolivia 6622 casos nuevos de
Tuberculosis extrapulmonar colocandolo en el cuarto puesto después de Costa Rica.

(WHO. Tuberculosis report 2014:) En un reporte del ministerio de salud, se informo que en la



gestion 2014 en Bolivia se notificaron, 1.636 casos de tuberculosis extrapulmonar.

(Ministerio de Salud, 2015)

La técnica MODS como una alternativa de diagnostico en nuestro medio presento
resultados interesantes llegando a obtenerse una sensibilidad de 96%, especificidad de

93%.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el afio 2013, el MODS se calific6 como un método aprobado para el diagndstico
de tuberculosis pulmonar. El fin de este trabajo es verificar si el método MODS puede

contribuir al diagndstico de tuberculosis extrapulmonar en nuestros medio.

4. JUSTIFICACION

El sistema nacional de salud (SNS) estd inmerso en un proceso de cambio y
fortalecimiento, donde la calidad de la atencion en salud incluida el diagnostico certero y
rapido sigue siendo la direccién principal. EI Programa Nacional de Control de la
Tuberculosis (PNCT) avanza hacia la posible eliminacién de la enfermedad, en la cual el
desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas para el control de la enfermedad es

crucial.

Usualmente se realizan procesos de evaluacion de la calidad en la ejecucion de los
métodos de diagndstico de rutina del PNCT, pero poco se hace para mejorar estos
métodos que en caso de demostrar ser aplicables serdn de gran aporte no solo a la
microbiologia sino especialmente a la sociedad en general, permitiendo al paciente

acceder a un diagnostico acortado, apoyando al personal médico, a la aplicacion de
4



tratamientos més eficaces y por ende acortar la cadena de transmision y mejorar la calidad

de vida en nuestro pais.

El realizar estudios multidisciplinarios de este tipo, permite ineludiblemente la
participacion activa directa del bioquimico en la solucién de las dificultades y deficiencias
de los servicio de diagnéstico que se presenta actualmente. Para ello, deberdn ser

portadores de ese cambio cualitativo.

Para lograr el diagnostico certero y confiable de tuberculosis extrapulmonar se
utilizan varios métodos de cultivo que son muy tardios incrementando el periodo de
convalecencia por retraso en la aplicacion de medicacion al paciente y prolongando la

duracion de la enfermedad.

El ensayo MODS es una alternativa que se basa en un cultivo en medio liquido que
detecta M. tuberculosis y evalla la susceptibilidad frente a los antituberculosos de primera
linea Isoniacida y Rifampicina directamente desde muestras bioldgicas del paciente, lo
que permite iniciar un tratamiento correcto y directo; hecho que es vital para el paciente y
presenta un mayor impacto si se diagnostica una tuberculosis extrapulmonar por cepas

resistentes a antituberculosos.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Podria ser el ensayo MODS un método con valores de sensibilidad, especificidad y
valores predictivos aceptables, con respecto al método gold estandar constituido por el
cultivo para el diagnéstico de tuberculosis extrapulmonar, de manera que pueda ser

aplicado en nuestro medio?



6. HIPOTESIS

El ensayo MODS es un método aplicable en el diagnostico de tuberculosis
extrapulmonar (liquidos estériles) ya que demostraré valores de sensibilidad, especificidad

y valores predictivos mayores a 90%

7. OBJETIVOS

7.1. OBJETIVO GENERAL

v Determinar el valor diagndstico del ensayo de susceptibilidad a farmacos
antituberculosos mediante observacion microscopica (MODS), como herramienta para el

diagndstico de Tuberculosis Extrapulmonar, en muestras de liquidos estériles.

7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Identificar cepas de Mycobacterium tuberculosis en muestras de liquidos

estériles mediante métodos microbioldgicos convencionales.

v Identificar cepas de Mycobacterium tuberculosis en muestras de liquidos

estériles mediante el ensayo MODS.

v Detectar cepas resistentes a los farmacos Isoniacida y Rifampicina (MDR-

TB), mediante el método MODS



v Determinar los valores de concordancia del método MODS vy el cultivo

microbioldgico convencional.

v Estimar los valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos de

MODS frente al cultivo Ogawa.

v Comparar el tiempo de deteccion del crecimiento de M. tuberculosis en

medio de cultivo Ogawa (método convencional) y en MODS.

8. MARCO TEORICO

8.1. DEFINICION DE TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una infeccion producida por el Mycobacterium tuberculosis
hominis, también Ilamado Bacilo de Koch, en honor a su descubridor. Se trata de una
enfermedad de localizacién preferentemente pulmonar, pero que no solo afecta al pulmoén
propiamente dicho sino que afecta también a los ganglios hiliares vecinos, a los bronquios
y a la pleura. Ademas de esto, también existen formas de tuberculosis que afectan a otros

6rganos, como cerebro y meninges, hueso, higado, rifidn, piel, etc. (DocPlayer, 2016)

8.2. TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

Se denomina TB extrapulmonar (TBEP) a aquella que afecta a cualquier

localizacion no pulmonar, incluyendo la pleural y la linfatica intratorécica, cuando no hay

7



afectacion del parénquima pulmonar. (Dra. Valeria Yesica, 2012). Representan el 20-25% de
los casos de enfermedad tuberculosa. (Lapausa, Saldafia, & Asensio, 2015). No suelen ser
contagiosas Y, al igual que en la tuberculosis pulmonar, estas bacterias van destruyendo

los tejidos de los 6rganos en los que se encuentran. (Gaston, 2015)
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FIGURA 1. Representacion sobre las partes afectadas del ser humano por el Mycobacterium
tuberculosis ocasionando una tuberculosis extrapulmonar.

Fuente: https://soniaduarteg.wordpress.com/unidad-4/

8.3. CARACTERISTICAS GENERALES DEL Mycobacterium

tuberculosis

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos o curvos en forma de
maza de 3 a 5 pm de longitud, inmdviles, no esporulados, con abundantes granulos
citoplasmaticos, que poseen una resistencia mayor a la tincion por los colorantes
comunes, pero una vez tefiidos son resistentes a la decoloracion con una mezcla de
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alcohol acido. Desde el punto de vista de los requerimientos atmosféricos algunos son
aerobios y otros microaerofilos. En cuanto a la velocidad de crecimiento algunas especies
son de crecimiento rapido y otro lento. (Rodriguez, 2002)

8.3.1. ESTRUCTURA NUCLEAR

Las caracteristicas hereditarias de todo ser viviente estan determinadas por la
estructura del genoma. El material genético de una célula estda compuesto por acido
desoxirribonucleico (DNA) organizados en uno o mas cromosoma (el material genético es
denominado como el genoma de un organismo).

Como sabemos, toda célula existente en el planeta tierra, posee un genoma que se
encarga de transmitir y expresar su informacion genética. En el caso de las células
procariotas, el genoma o DNA esta compuesto por un Gnico cromosoma 0 DNA de doble
hélice en forma circular. (A esta forma se le denomina nucleoide, el cual no se encuentra
unido a la membrana celular de la bacteria y esté suelto en el citoplasma.

La secuencia del genoma de las Micobacterias, en promedio, comprende al menos
400 genes. EI DNA mide aproximadamente de 300 a 1400 um de largo y se presenta en la
célula superenrollado (la molécula de cadena doble esta enrollada sobre si misma como

una banda eléstica entrelazada.).

8.3.2. ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR

La pared celular de las Micobacterias contiene una capa de peptidoglicano, cuya
estructura es similar a la encontrada en las paredes de las bacterias gramnegativas,
denominado: lipoarabinomanano (LAM), esta molécula es compleja, y se extiende desde la
membrana plasmatica hasta la superficie celular. EI LAM es anédlogo desde el punto de
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vista estructural y funcional al lipopolisicarido de las bacterias gramnegativas. El
peptidoglicano estd unido a un polisacarido ramificado llamado arabinogalactano por
enlaces fosfodiéster. Los extremos distales del arabinogalactano estan esterificados con el
acido micolico de alto peso molecular. Estos glucolipidos de alto peso molecular tienen un
esqueleto carbonado cuya longitud oscila entre C78 Y C90. En Mycobacterium
tuberculosis, el Unico acido micolico 6,6'-dimicoliltrehalosa es conocido como el factor
cordon.

El complejo peptidoglicano-acido micolico-arabinogalactano forma el esqueleto de
las paredes celulares de las micobacterias. Las cadenas hidrocarbonadas de los acidos
micélicos estan intercaladas con los numerosos lipidos y glucolipidos asociados con la
pared. Los lipidos asociados con la pared incluyen grupos acil grasos de longitud media
(C24 A C36) y corta (C12 a C20).

Los lipidos de la pared celular de las micobacterias vuelven hidréfoba a la
Micobacteria, esta capacidad hace que las micobacterias sean resistente a la coloracién
con tinciones basicas de anilina, a menos que éstas se apliquen con calor o detergentes, 0
durante periodos prolongados. Las micobacterias resisten a la decoloracién con una
mezcla de 3 % de acido clorhidrico y 95 % de etanol, propiedad que las define como
bacilos acido-alcohol-resistentes (BAAR). Es por esta propiedad, que las Micobacterias,
deben ser tefiidas con una mezcla de fenol y fucsina (técnicas de Ziehl-

Neelsen/Kinyoung), o con los fluorocromos (Auramina y Rodamina). (FCQ, 2016)
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FIGURA 2. Representacion esquematica de la pared celular del Mycobacterium
tuberculosis
Fuente: http://www.fcq.uach.mx/phocadownload/ DOCENCIA/MATERIAL-DE-
ESTUDIO/micobacterias/biologia/biologia_de_las_micobacterias.html

8.3.1 PATOGENIA DEL M. tuberculosis

Los bacilos de la TB son parésitos intracelulares facultativos (desarrollan dentro y
fuera de las células del hospedador) que se transmiten principalmente por las vias
inhalatoria, oral sobre todo en los nifios que ingieren leche de bovinos enfermos, cutanea
y oftdlmica. Se considera que el microorganismo no produce toxinas, si bien se ha
comprobado cierta capacidad leucotdxica en algunos de sus componentes estructurales.
En este sentido, los factores de patogenicidad detectados hasta ahora en el complejo M.
tuberculosis se mencionan a continuacion:

1. El factor cordon o factor serpentina, que corresponde al micésido (glucolipido)

6,6 -dimicoliltrehalosa y que, ademas de ser el responsable de la disposicion

micobacteriana en paralelo y cadenas (in vitro), es altamente toxico para los leucocitos:
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les inhibe la accién de la succinato deshidrogenasa, provoca el hinchamiento de sus
mitocondrias y separa a los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso.

2. Los sulfolipidos, que actian como fagolisosomasa (impidiendo la fusion lisosoma
fagosoma en los fagocitos) y potencian la capacidad del factor cordén.

3. El complejo superdxido dismutasa (SOD)/catalasa, que neutraliza el poder
oxidante de los iones superoxido (O2-) y del peroxido de hidrégeno (H202), presentes en

los lisosomas de los fagocitos. (DEPA.FQUIM, 2015)

8.3.2 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

El mecanismo de produccién de la tuberculosis extrapulmonar puede ser a partir de
la Primoinfeccion tuberculosa o de la tuberculosis extrapulmonar a partir de la TB de
reinfeccion.

Primoinfeccion tuberculosa

La primoinfeccion tuberculosa se produce ya sea a partir de la lesion inicial o efecto
primario en un punto de entrada y de alli a un ganglio vecino con caseificacion local
(Complejo Primario) el cuél cura en la inmensa mayoria de los casos para siempre o de
forma pasajera, para extenderse esta Gltima cuando existe un proceso de
Inmunodepresion.

Los bacilos en el organismo se diseminan por varias vias, entre ellas: Hematica,
linfatica y canalicular que se explican a continuacion:

- La via hematica al llegar gran cantidad de bacilos a la sangre brotan tubérculos

miliares en casi todos los 6rganos ya sea:

12



1. por reblandecimiento de los tubérculos caseificados de la intima de los vasos
sanguineos arteriales que viajan por el sistema vascular.

2. por reblandecimiento de los tubérculos caseificados de la intima de los vasos
linfaticos fundamentalmente del conducto toracico y penetran al sistema vascular.

3. por un mecanismo de ulceracion vascular del propio foco caseoso.

- La via linfética se presenta fundamentalmente en las primeras edades de la vida
desarrollandose una linfangitis o adenitis tuberculosa.

La via canalicular cuando un foco encuentra salida por cualquier canal,
extendiéndose en el érgano, a otros vecinos y a distancia, como ocurre en la TB en
traquea, laringe, rifion.

La invasion de las cavidades serosas por cualquiera de estas vias puede colonizar y
provocar pleuritis, peritonitis, meningitis, pericarditis, sinovitis.

Tuberculosis Extrapulmonar

En el caso de la tuberculosis extrapulmonar a partir de la TB de reinfeccion se
puede producir por las siguientes vias:

Via Exdgena siempre con tuberculosis pulmonar previa y su progresion a caseosis y
ruptura con descargas baciliferas por via broncdgena, hacia laringe, deglutirse y
manifestarse a nivel intestinal siempre que hayan las condiciones favorables para ello.

Via Endogena: reactivacion del foco primario de la primoinfeccion TB y sus vias,
ya expuesta.

El proceso de caseosis y su licuefaccion comprende liberacion de endotoxinas y
exotoxinas, entre enzimas y otras sustancias que provocan un estado de hipersensibilidad
alérgica. La historia natural y los distintos sindromes derivados de la infeccion TBC estan
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intimamente ligados a las defensas del huésped. Es muy importante saber que el bacilo no
elabora estas endotoxinas ni exotoxinas, por el contrario; la enfermedad en si y la
destruccion tisular son ocasionadas por productos que elabora el propio huésped durante
la respuesta inmunitaria para detener la infeccion. Conforme las defensas aumentan, los
focos granulomatosos (caseos) de las distintas regiones involucionan y tienden a
desaparecer calcificandose. Sin Embargo cuando la respuesta inmunitaria es suboptima la
primera infeccion, avanza con rapidez hacia el estadio clinico de la enfermedad, ya sean

pulmonares o extrapulmonares. (Suarez, 2015)

8.3.1. TUBERCULOSIS MENINGEA

La meningitis tuberculosa es la infeccion mas grave causada por Mycobacterium
tuberculosis, siendo causa de muerte o dafio neuroldgico grave en mas de la mitad de los
pacientes afectados, tanto en paises en desarrollo como desarrollados; esto a pesar de
contar actualmente con tratamiento antituberculoso. (Aguirre J. M., 2006)

PATOGENIA

Pueden desarrollarse lesiones tuberculosas de cerebro, tuberculomas, que pueden
producir sindromes de hipertension endocraneana, compromiso de los nervios craneanos,
y acompaniiarse de infarto cerebral, hidrocefalia, atrofia cortical, etc.

La resonancia magnética nuclear contrastada puede proveer un diagnostico
temprano en el compromiso tuberculoso del sistema nervioso central, particularmente
demostrando las lesiones localizadas, el aumento de las meninges y las caracteristicas del

tronco cerebral (Enfermeria tipos de TB, 2016)
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8.3.2. TUBERCULOSIS PERICARDICA

La afeccion del pericardio es poco frecuente, y a menudo dificil de diagnosticar.
(Enfermeria tipos de TB, 2016). Pericarditis es una rara manifestacion de la tuberculosis y en
algunos casos puede ser fatal. (Arturo Hechavarria, 2014). La infeccion llega al pericardio por

via linfatica, o por contigiidad.

8.3.3 TUBERCULOSIS PERITONEAL E INTESTINAL

La mayoria de los casos de tuberculosis peritoneal son resultado de la reactivacion
de un foco pulmonar latente establecido previamente por via hematogena y no aparente al
estudio radiolégico. S6lo una sexta parte de los casos esta asociada a un foco pulmonar
activo.

La via de diseminacion mas frecuente es la via hematégena a cualquier otro punto
del organismo vy, finalmente, por contiglidad al afectarse cualquier 6rgano retroperitoneal
o0 pélvico. Conforme la enfermedad progresa, el peritoneo parietal y visceral se cubre con
“tubérculos”, pudiéndose observar ascitis en 97% de cantidad variable o puede ser

encontrado como una fase fibro adhesiva que suele expresarse en forma “seca”. (Oscar

Alejandro Farias Llamas, 2005)

8.3.4. TUBERCULOSIS PLEURAL
La tuberculosis pleural constituye la manifestacion extrapulmonar mas frecuente de
dicha infeccion y se presenta con frecuencia variable, segun el pais, en hasta un 30% de

los pacientes con tuberculosis independientemente de la coinfeccion por VIH.
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La mycobacteria invade directamente la cavidad pleural a través de la ruptura de
focos caseosos subpleurales alrededor de 6 a 12 semanas después de la infeccion primaria.
Los antigenos de las proteinas del bacilo inducen una reaccion de hipersensibilidad
tardia que estimula la secrecion de citoquinas que a su vez activan a los macré6fagos,
alteran la permeabilidad de los vasos pleurales y causan la formacion de granulomas. El
derrame pleural es consecuencia de la inflamacion pleural granulomatosa aguda y de la

salida de liquido desde nidos subpleurales hasta el espacio pleural.

8.4. TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR SITUACION
EPIDEMIOLOGICA

Segun el dltimo informe de la OMS 2014, la situacion mundial de la tuberculosis
extrapulmonar se reportaron 830.165 casos nuevos y 6227 casos de recaida, viéndose que
en India se reportaron 226557 casos de tuberculosis extrapulmonar, poniéndolo en el
numero uno de los paises con alta prevalencia de esta enfermedad, seguido de Pakistan y
Etiopia.

La situacion en las Américas se reportaron 33.777 casos nuevos y 844 casos de
recaida. Obteniendo datos para Bolivia, segun el Gltimo informe de la OPS Y OMS 2013,
se reportaron 31536 casos nuevos de tuberculosis extrapulmonar en las Ameéricas,
viéndose que Canada es el pais con mas prevalencia de esta enfermedad y Bolivia se
encuentra en el cuarto lugar con 6622 casos nuevos de Tuberculosis extrapulmonar. (WHO.
Tuberculosis report 2014:). En un reporte del ministerio de salud, se informo que en la gestion
2014 en Bolivia se notificaron, 1.636 casos de tuberculosis extrapulmonar. (Ministerio de

Salud, 2015)
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8.5. TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR RELACION VIH

Al infectarse con el M. tuberculosis cada persona adquiere un riesgo del 10% de
padecer la enfermedad en algin momento de su vida. Estos riesgos aumentan
notablemente cuando la persona tiene coinfeccion con el VIH o sufre procesos de
inmunosupresion por cualquier otra razon. (Vasquez Jhoanna, 2008)

La tuberculosis extrapulmonar estd mas estrechamente asociada al VIH que la
pulmonar, y la combinacién de ambas es especialmente indicativa de una infeccién por
este virus. La tuberculosis extrapulmonar relacionada con el VIH es un diagndstico de
estadio clinico 4 de la OMS (SIDA avanzado); los pacientes afectados padecen a menudo

una infeccion diseminada y el riesgo de deterioro clinico rapido y muerte es muy alta.

(OMS, 2007)

8.6. TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR FARMACORRESISTENTE

Poca informacion existe sobre el tratamiento de la TB extrapulmonar resistente. El
riesgo de fracaso puede estar determinado por la poca penetracion de los medicamentos a
los tejidos afectados. La mejor informacion disponible se tiene de la TB meningea y
cerebral. Se conoce la buena penetraciéon al liquido cefalorraquideo de la isoniazida,
pirazinamida, cicloserina y etionamida. El etambutol, los aminoglucosidos, la rifampicina
y el PAS penetran mejor con las meninges inflamadas; las quinolonas tienen penetracion
variable. (OPS, 2013)

Todo ser vivo durante su division puede presentar cambios en su genoma

(mutaciones) que le pueden dar propiedades nuevas los bacilos tuberculosos tienen una
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alta mutagenicidad que les da la propiedad de presentar resistencia natural a los diferentes
medicamentos sin haber sido expuesta a los mismos previamente, fenbmeno que se

produce fundamentalmente en poblaciones bacilares de crecimiento rapido. (Ministerio de
Salud y Deportes, 2012)

En la actualidad, el retraso diagndstico y terapéutico y el no cumplimiento correcto
de los tratamientos han complicado el panorama de estas enfermedades, con la aparicion
de cepas con resistencia multiple a farmacos. (Antonio Guerrero, 1999)

En la literatura médica existe informacion muy limitada respecto a la tuberculosis
(TB) farmacorresistente extrapulmonar. Muchas de las series de casos de tuberculosis
multifarmacorresistente (MDR) describen casos con enfermedad extrapulmonar sin
mencionar especificamente los resultados o las modificaciones en el tratamiento. Algunas
formas de TB extrapulmonar pueden beneficiarse de un desbridamiento o reseccion
quirargica con el fin de disminuir la carga de la enfermedad. La cirugia no reemplaza el
tratamiento médico completo de la TB, pero ofrece una posibilidad de éxito mayor y
puede proporcionar al paciente algo de alivio sintoméatico mientras que la enfermedad se

trata médicamente. (Medicine.ufl)

8.6.1. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR
FARMACORRESISTENTE

El tratamiento de la TB farmacorresistente extrapulmonar es complejo por varios
factores:

Muchas formas de TB extrapulmonar (meningitis/pericarditis) son tratadas con un

tratamiento suplementario de corticoesteroides en conjunto con un esquema
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antituberculoso Optimo. El uso de corticoesteroides en pacientes que no recibieron una
terapia antimicobacteriana adecuada puede presentar problemas. Se han reportado
estudios que demuestran la eficacia de la terapia con corticoesteroides en casos
farmacosusceptibles. La prescripcion de corticoesteroides en pacientes con TB
farmacorresistente ain no es clara.

Se sabe que algunas formas de TB (particularmente la escréfula y la adenopatia
intratoréxica) tienden a empeorar mientras se esta tratando exitosamente la TB. Esto se
debe a reconstitucion inmune mientras que el organismo estd siendo eliminado y es
particularmente comun en pacientes infectados con VIH.

Este fenomeno se conoce como una “reaccion paradojica” o sindrome inflamatorio
de reconstitucion inmune (IRIS). Sin embargo, si la recaida clinica se debe en efecto a la
falla microbioldgica asociada con la farmacorresistencia no detectada (0 ain no
diagnosticada), puede ser equivocadamente atribuida a una reaccion paraddjica. En este
caso, el diagnostico correcto (la farmacorresistencia y la falla terapéutica) puede
demorarse.

Los esquemas de medicamentos y la duracién del tratamiento para la TB
extrapulmonar farmaco susceptible se basan en la penetracion conocida de medicamentos
antituberculosos de primera linea en los tejidos, afios de experiencia y en algunos ensayos
clinicos. Desafortunadamente, se conoce muy poco en relacion a la penetracion de
medicamentos de segunda linea en los tejidos. A esto se suman las tasas incrementadas de
mala absorcion e interaccion medicamentosa que presentan los individuos con alto riesgo

de TB farmacorresistente.
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Con frecuencia no hay disponibilidad de cultivos seriales. Las evaluaciones clinicas
y radiograficas deben usarse para determinar la duracion de la terapia. Con frecuencia la
tomografia computarizada es Util en el seguimiento del progreso del tratamiento en estos

pacientes.

8.7. CARACTERISTICAS DE LOS FARMACOS DE PRIMERA LINEA

ISONIACIDA'Y RIFAMPICINA

8.7.1. ISONIACIDA
Constituye el farmaco primario en la quimioterapia antifimica y todos los enfermos
con el cuadro causado por cepas del bacilo tuberculoso sensible a isoniacida deben

recibirla si la toleran. (vVademecum)

8.7.1.1. MECANISMO DE ACCION

La isoniacida (INH) es un antituberculoso bactericida sintético que solamente es
activo contra micobacterias. Actla en la pared celular micobacteriana en fase de division,
inhibiendo la sintesis de acidos micdlicos (constituyente esencial y especifico para su
reproduccion), mediante el bloqueo de la enzima micolato sintetasa. Actla
especificamente sobre Mycobacterium tuberculosis y algunas micobacterias atipicas
(Mycobacterium bovis). (CECMED, 2015)

8.7.1.2. GENES DE RESISTENCIA A ISONIAZIDA

La isoniazida, forma hidracida del &cido nicotinico, es una prodroga de gran
actividad sobre M. tuberculosis con una Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de
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0,05 pg/ml, que al ser captada por la bacteria, es activada por el sistema catalasa-
peroxidasa a la forma activa, el acido nicotinico, de manera que la ausencia de actividad
catalasa, debido a mutaciones en el gen katG, codificante de esta enzima, es uno de los
mecanismos de resistencia a la isoniazida. El mecanismo de accion es la inhibicion
especifica de la sintesis de &cidos micdlicos, sin afectar la de otros &cidos grasos.

Gen inhA, la enzima enoil ACP reductasa codificada por gen inhA, esta
involucrada en los pasos de elongacion de éacidos grasos del M. tuberculosis y se ha
identificado como blanco de accidn de la isoniazida. La isoniazida activada interfiere
con la sintesis de acido micolico por inhibicion de la NADH dependiente de la
enoil ACP reductasa. La mutacion del gen inhA, que la codifica explica aproximadamente
el 25% de los casos de resistencia a isoniazida.

Los genes oxyR y ahpC estan estrechamente relacionados, con transcripcion
inversa. Sorprendentemente, el gen oxyR, fue inactivado naturalmente, por acumulacién
de multiples alteraciones genéticas, incluyendo mutacion con cambio, mutaciones

puntuales y deleciones

8.7.2. RIFAMPICINA

Este es un grande y complejo derivado semisintetico de rifampicina, un antibi6tico
producido por Streptomyces mediterranei; es activo in vitro contra coco gram positivos y
gram negativos, algunas bacterias entéricas, micobacterias y Chlamydia. (Vademecum)

8.7.2.1. MECANISMO DE ACCION

La actividad biologica de la Rifampicina se basa en la inhibicion de la sintesis de
ARN dependiente de ADN, la cual se debe a la alta afinidad de esta por la ARN
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polimerasa de las células procariotes. Los datos obtenidos mediante la cristalizacion de la
union del farmaco con la ARN polimerasa, indican que la Rifampicina bloquea la sintesis
de la cadena de ARN, provocando fuertes conflictos con los enlaces estéricos del
oligonucle6tido en crecimiento. Su naturaleza lipofilica hace que sea un buen candidato
para el tratamiento de las meningitis producidas por Mycobacterium tuberculosis, que
requieren de distribucion a través del sistema nervioso central y una buena penetracion a
través de la barrera hematoencefalica. (Vademecum)

8.7.2.2. GENES DE RESISTENCIA A RIFAMPICINA

La rifampicina actGa como bactericida interfiriendo con la sintesis de ARN
mensajero al unirse a la ARN polimerasa, que estd compuesta por cuatro subunidades
diferentes codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD. Las micobacterias
desarrollan resistencia a rifampicina mediante mutaciones en una region definida de la
subunidad B de la ARN polimerasa, que es codificada por el gen rpoB. Estudios
comparativos de secuencias de rpoB, mostraron seis regiones altamente conservadas
(regiones 1 a VI) y en las cuales se han encontrado la mayoria de las mutaciones en el gen

relacionadas con la resistencia a la rifampicina.

8.8. DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

La TB, tanto pulmonar como extrapulmonar, no presenta ningun signo radioldgico
patognomonico. Asi, aunque existan lesiones radioldgicas altamente sugestivas de TB
(cavitaciones de lobulos superiores) y se acomparien de clinica compatible y una situacion

epidemioldgica favorable, nunca se debe admitir el diagnostico de esta enfermedad con un
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simple estudio radiolégico y éste solo indicara que se deben realizar los estudios
microbiol6gicos oportunos. (Luna, 2003)

La TB extrapulmonar al ser menos comun y afectar érganos de dificil acceso, es
menos conocida y por contener menos bacilos su diagnéstico es mucho mas dificil. En el
diagnostico de la tuberculosis extrapulmonar se requiere la toma de muestras de
secreciones, liquidos corporales y/o biopsia de los tejidos, a los cuales se les debe realizar
baciloscopia y cultivo. Es necesario recordar que la recoleccion de muestras se debe

realizar con las mayores medidas de asepsia y enviarlas en envase estéril. (Doc Player)

8.8.1. MEDIO DE CULTIVO OGAWA

El medio de Ogawa - Kudoh es uno de los medios recomendados como Utiles a
nivel clinico para aislamiento de Mycobacterium tuberculosis es el medio mas utilizado
para este proposito. EI medio basicamente estd constituido por un conjunto de sales tales
como Citrato de Magnesio, Sulfato de Magnesio, Glutamato de Sodio, Fosfato disédico,
Fosfato monopotéasico anhidro, ademas incorpora glicerol, verde de malaquita y
homogenizado de huevo; estd mezcla debe tener un pH de 6.4, el medio se dispensa en
tubos de 20x125 mm y se coagula inclinado a 78°+/-2°C. Por 45- 60 minutos.

Al término del periodo de incubacidn la ausencia de crecimiento bacteriano indica
que la muestra procesada no contiene micobacterias. Por el contrario la presencia de
colonias circulares amarillentas debe estudiarse con coloracion ZN y pruebas
complementarias para confirmar el genero y la especie, dato de gran importancia para el

clinico. (Biobacter, 2015)
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8.8.2. FUNDAMENTO DEL ENSAYO MODS (Microscopic Observation Drug
Susceptibility assay)

El ensayo MODS se basa en un cultivo directo de muestras de esputo en medio
liquido, que detecta Mycobacterium tuberculosis y evalua la susceptibilidad frente a
Isoniacida y Rifampicina directamente de dichas muestras. EI método se basa en que el
crecimiento bacteriano en forma de cordones se visualiza tempranamente en medio
liquido a través de un microscopio de luz invertida. (Perd, M., 2011) (anexo 1)

La simplicidad de la técnica, la gran sensibilidad del medio y el crecimiento
caracteristico de M. tuberculosis, la evaluacion de la susceptibilidad frente a drogas en un
corto tiempo y el bajo costo de los reactivos, son sus mayores ventajas. EI método se basa
en la observacion de cordones caracteristicos de Mycobacterium tuberculosis cuando
crece en medio liquido, los cuales son visualizados tempranamente mediante el uso de un
microscopio luz invertida. EI método, ha sido disefiado para la deteccion del crecimiento
de MTB vy la susceptibilidad a INH y RIF. La simplicidad de la técnica, la gran
sensibilidad, la especificidad y el bajo costo son las mayores ventajas para su uso en

paises en vias de desarrollo. (Pera, M., 2011)

LIQUIDOS ESTERILES

El diagnostico de tuberculosis pleural es realizado mejor con una combinacion de
pruebas de diagnostico. El cultivo del liquido pleural puede ser util, tal como la
estimacion de la concentracion de adenosina deaminasa (ADA) y la citologia del liquido
pleural. Sin embargo, el cultivo del tejido pleural obtenido por biopsia combinado con el
examen histoldégico proporciona el més sensible combinado enfoque.
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El frotis para el examen microscépico del liquido pleural rara vez es Util; el examen
microscopico del frotis del material obtenido por biopsia es informativo ocasionalmente.
La decontaminacion de muestras de liquido pleural reduce la sensibilidad del cultivo con
MODS sin afectar significativamente la tasa de contaminacion de los cultivos es por ello
que no es recomendado.

Hasta donde sabemos no existen datos publicados que comparen el desempefio del
MODS con otras metodologias de diagnéstico para la deteccion de Mycobacterium
tuberculosis en liquido pericéardico y liquido sinovial. La decontaminacion de las muestras
de estos fluidos no se considera necesaria antes del cultivo, pero cuando hay sospecha que
la muestra no es estéril, la muestra puede dividirse en dos volimenes iguales, uno es
usado para ser decontaminado y el otro para la inoculacién directa. (MODS PERU, 2008)

LCR

Maxine comenta en su PNO de laboratorio "La prueba de susceptibilidad directa a
drogas con MODS aun no estd validado para muestras de LCR - el bajo nimero de
colonias en los pozos libres de drogas excluye la lectura de los pozos que contienen
drogas. Por esta razon, en Vietnam, lugar con la mayor experiencia cultivando LCR
utilizando el método de MODS, este método es utilizado solo para la deteccion y no para
pruebas de susceptibilidad directa a drogas. A traves de este enfoque los cultivos
positivos, que por lo general aparecen dentro de las 2 semanas, pueden ser cosechados
mas rapidamente que los cultivos convencionales para realizar luego pruebas de
susceptibilidad indirecta. Ademas en Vietnam, son utilizados placas de 48 pozos en lugar
de placas de 24 pozos.” Inoculando la muestra concentrada de LCR en un solo pozo

ofrece una mejor sensibilidad que dividir la muestra en varios pozos. (MODS PERU, 2008)
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8.9. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

El tratamiento de la tuberculosis extrapulmonar de casos nuevos es el mismo que se
sigue para tratar la tuberculosis pulmonar. Meningitis tuberculosa. Es la forma
extrapulmonar de mayor riesgo para la vida, dejando secuelas permanentes en el paciente.
El paciente debe estar hospitalizado. Se recomienda utilizar corticoide como la prednisona
en dosis de 2 mg/Kg/dia por 3 semanas, reducir gradualmente hasta llegar a la dosis de
mantenimiento. El tratamiento antituberculoso es el mismo: 2RHZE/4ARH, se recomienda
prolongar la segunda fase 3 meses mas (hasta completar 9 meses en casos de
tuberculoma). (Ministerio, 2009)

La asociacion de farmacos viene determinada por la existencia de diferentes
poblaciones de bacilos tuberculosos: poblacion bacilar de crecimiento rapido y de
localizacion extracelular que es destruida selectivamente por las hidracidas: poblacién de
crecimiento intermitente y extracelular, que es destruida selectivamente por la
rifampicina: poblacion de crecimiento lento, de localizacion intracelular, que es destruida
selectivamente por la pirazinamida; y poblacion latente, constituida por bacilos
durmientes de forma permanente, sobre la que probablemente no acta ninguin farmaco, y
que suele ser destruida por las defensas del organismo. De todo lo anteriormente expuesto
se deduce que la asociacion de ideal de farmacos para el tratamiento de la tuberculosis es

la que actla sobre las diferentes poblaciones bacilares. (Palacin, 1994)
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9. DISENO METODOLOGICO

9.1. FLUIOGRAMA DEL ESTUDIO

Recoleccion de muestras
extrapulmonares (liquidos
estériles)

Recoleccion de datos clinicos

e Prueba MODS identificacion

e Prueba microbiol6gica
de identificacion de M.
tuberculosis

e Prueba MODS para
determinacion de
susceptibilidad a
antituberculosos

e Comparacion estadistica de datos de
ambos métodos

e Impacto clinico de ambos métodos

E e Analisis global de resultados ]
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9.1.1. RECOLECCION DE MUESTRAS
Las muestras de liquidos estériles fueron recolectadas por el laboratorio de cultivo del
Torax, se tomo en cuenta las caracteristicas de la muestra, estas se deberian encontrar en su
respectivo envase con la tapa asegurada sin derrames evitando su contaminacion y que la

cantidad de la muestra sea adecuada para poder realizar ambas técnicas.

9.1.2. RECOLECCION DE DATOS CLINICOS

Las muestras que fueron recolectadas incluian un formulario en el cual se indicaba
datos clinicos del paciente, que son necesarios para realizar el analisis estadistico.

9.1.3. METODO MICROBIOLOGICO CONVENCIONAL CULTIVO
OGAWA

Las muestras fueron procesadas en el Instituto nacional del Térax en el Laboratorio
de cultivo, se tomd la mitad de la muestra y la otra parte fue llevada al SELADIS para
realizar el ensayo MODS, ambos métodos fueron realizados el mismo dia.

9.1.3.1. PROCEDIMIENTO
* Registrar la muestra en el cuaderno de cultivo.
* Identificar la muestra con el nimero respectivo.
* Colocar el envase que contiene la muestra en una bandeja cubierta con papel humedecido
con hipoclorito de sodio al 1%.
* Ubicar el mechero entre el operador y la muestra a procesar
» Abrir el envase. Elegir y recolectar con el hisopo las particulas Utiles del liquido
adhiriéndolas al hisopo estéril. Cerrar el envase.
* Sumergir el hisopo en un tubo ependorf con solucion de NaOH 4% estéril durante 2

minutos. (Para muestras contaminadas)
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* Retirar el hisopo, sin escurrir, y sembrar con el mismo hisopo al medio de Ogawa
acidificado, con movimientos de rotacion y presion flameando el borde superior del tubo
antes y después de la siembra. Repetir el procedimiento con los dos tubos restantes.

* Descartar el hisopo en un recipiente que contenga hipoclorito de sodio al 1% eliminar
segln normas de acuerdo a las circunstancias de cada servicio.

Luego de sembrar la muestra colocar los tubos inclinados en la estufa a 37°C con la
tapa semiabierta durante 48 a 72 hrs, verificando que los tubos de cultivos presenten las
caracteristicas fisico quimicas del medio de cultivo y observando si existiera el crecimiento
de otro tipo de flora bacteriana u hongos que generalmente licuan el medio de cultivo.

Después de las 72 horas de control de contaminacion colocar los tubos sin
contaminacion en posicion vertical en la gradilla con la tapa ajustada en la estufa. Realizar
las lecturas de todos los tubos sembrados cada semana para verificar si existen
contaminaciones posteriores 0 desarrollo de Micobacterias de crecimiento rapido.

9.1.4. METODO MODS

9.1.4.1. CONSIDERACIONES GENERALES PARA LAS MUESTRAS
Las muestras de fluidos son tomadas de una zona afectada y normalmente estéril.

Las muestras son colectadas en una variedad de recipientes estériles sin preservantes.

La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio para su proceso.

La muestra puede ser preservada en refrigeracion a 2-8°C de preferencia por no mas de 24
horas.

9.1.4.2. PROCEDIMIENTO
La muestra es concentrada por centrifugacion a 3000g por 15 minutos. Luego de la

centrifugacion el sobrenadante es decantado cuidadosamente y el sedimento es re
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suspendido en un volumen total de 2ml del medio 7H9-OADC-PANTA (del tubo que
contiene 5.1ml de 7H9-OADC-PANTA) en el tubo de centrifuga con una pipeta Pasteur;
mezclar bien. Adicionar la suspension de la muestra al tubo que contiene el remanente del
medio 7TH9-OADC-PANTA; mezclar bien. Esta es la suspension final de la muestra lista
para dispensarse en la placa.

Si se sospecha que la muestra liquida estd ligeramente contaminada y esta
probablemente se contamine, esta debe ser procesada por inoculacion directa en el medio
7H9-OADC con 2X de PANTA, sin embargo si la muestra estda completamente
contaminada se procedera a decontaminarla.

Preparacion de controles positivos

Los controles positivos fueron otorgados por el Laboratorio de cultivo (Térax), se
utilizaron cepas sensibles, monorresistentes y multidrogorresistentes. Las colonias fueron
procesadas en un tubo de TB Diluting Fluid que contiene perlas para diluir las colonias con
la ayuda de un vortex, se agrego este contenido a otro tubo que contenia agua y Tween,
ajustando a una turbidez estandar de McFarland de latex N°1 (3X10°UFC/ml), se agregd
5ul de esta suspension a frascos que contiene caldo base Middlebrook 7H9. (Anexo 2)

Preparacion de las soluciones antibiéticas

Se reconstituyeron los antibidticos cada uno en un frasco que contenia agua
desionizada, se utilizaron tres frascos uno con lIsoniacida, otro con Rifampicina y por
ultimo con PANTA. (Anexo 3)

Preparacion final de la placa de MODS (deteccion)
Dispensar 1ml de la suspension final de la muestra en cada uno de los 4 pozos en una

sola columna de la placa de 24 pozos. Almacenar un alicuota stock de la suspension de la
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muestra remanente (1.1ml) en un tubo estéril de microcentrifuga a 2-8°C como back up.
Repetir el mismo procedimiento con las otras muestras hasta que todas las columnas de la
placa estén llenas con excepcion de la columna 3 (o hasta que todas las muestras hayan sido
dispensadas). Dispensar 1ml del medio 7H9-OADC-PANTA sin muestra en los 4 pozos de
la columna 3 de cada placa de MODS (controles internos negativos). Cerrar la placa con su
tapa, colocarla en una bolsa de polietileno tipo ziploc y cerrarla. (La bolsa no se abrira de
ahora en adelante). Incubar a 37°C (No es necesario el enriquecimiento con CO2). (Anexo
4)
Si el proceso de la muestra es directa o por decontaminacion, la muestra decontaminada
y la muestra directa debe ser inoculada en columnas separadas (4 pozos para cada muestra)
y puede ser dispensada en la misma placa.
Lectura de las placas e interpretacion
Luego de 5 dias de haber realizado la siembra, se realizo la lectura de las placas con un
microscopio de luz invertida, cada dia se observaba el si existia crecimiento del M.
tuberculosis, con la aparicion de los cordones o comas -caracteristicos de este
microorganismo, se observaron los 4 pozos de la muestra, del control positivo y del control
negativo. Un resultado positivo es definido como el crecimiento de dos o mas unidades
formadoras de colonia (>2ufc) en uno o mas pozos.
9.2. TIPO O DISENO DEL ESTUDIO

Estudio descriptivo correlacional aplicando herramientas de test diagnostico.
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9.3.SITIO O CONTEXTO DEL ESTUDIO
El presente estudio se llevara a cabo en los Laboratorios de referencia departamental del

Hospital del TORAX (componente microbioldgico) y en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular del Instituto SELADIS pruebas (MODS)

9.4. UNIVERSO Y POBLACION O MUESTRA
Universo: Se trabajara con muestras provenientes de pacientes con sospecha de TB
extrapulmonar, derivadas al laboratorio de REFERENCIA DEPARTAMENTAL DEL
TORAX.
Muestras: liquidos estériles
Criterios de inclusién
Muestras de liquidos estériles, provenientes de pacientes con sospecha de tuberculosis
extrapulmonar.
Criterios exclusion
Pacientes que no cuenten con registros de datos demograficos
Muestras contaminadas con otras bacterias
Muestras sanguinolentas
Muestras mal almacenadas.
Muestras con mas de 48 horas de almacenamiento

9.5 TAMANO DE MUESTRA

El tipo de muestreo serd por conveniencia. Por la casuistica y tipo de disefio del
estudio este se llevard a cabo en 50 muestras de liquidos estériles.

9.6 ANALISIS ESTADISTICO
Se aplicaran parametros estadisticos de test diagndstico
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Coeficiente de correlacion kappa
Estadistica descriptiva

9.7 ASPECTOS BIOETICOS

Anexo 5

10. RESULTADOS

10.1 IDENTIFICACION DEL M. tuberculosis MEDIANTE

METODO MICROBIOLOGICO OGAWA

Se procesaron 50 muestras extrapulmonares, de las cuales 2 muestras salieron
positivas con el cultivo Gold estdndar Ogawa. No se observd contaminacién de las

muestras procesadas. (Grafico 1)
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GRAFICO 1. Resultados obtenidos mediante el método Gold estandar cultivo Ogawa, por la Red Nacional
de Laboratorios de Tuberculosis, junio de 2015 a febrero del 2016.
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10.2 IDENTIFICACION DEL M. tuberculosis MEDIANTE EL
MODS

De las 50 muestras procesadas, 3 muestras salieron positivas para el MODS (Anexo

6, 7Y 8). No se observo contaminacion en ninguno de los pozos. (Grafico 2)

MODS

@ MODS

POSITIVO NEGATIVO TOTAL

GRAFICO 2. Resultados obtenidos mediante MODS, por el Instituto SELADIS, junio de 2015 a febrero del

2016.

10.3 PERFIL DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA SOBRE LAS
MUESTRAS POSITIVAS

El perfil de sensibilidad y resistencia del MODS se realiza con dos farmacos de
primera linea Isoniacida y Rifampicina. Se observaron las muestras que dieron positivas en
MODS, con resultados de las tres muestras como sensibles a ambos farmacos (tabla 1), eso

indica que no habra problemas con el tratamiento para ninguno de los pacientes.

34



TABLA 1. Resultados sobre el perfil de sensibilidad y resistencia de las muestras que salieron positivas.
Instituto SELADIS, junio de 2015 a febrero del 2016

MODS
MUESTRAS ISONIACIDA RIFAMPICINA

Liquido Pleural

Sensible Sensible
Liquido Pleural

Sensible Sensible
Liquido Ascitico

Sensible Sensible

104 CONCORDANCIA DEL ENSAYO MODS CON EL
METODO OGAWA

Se vio que dos de las muestras que dieron positivas fueron por ambos métodos
MODS y Ogawa, una muestra fue positiva por el método MODS pero no por el Ogawa.
Observando los resultados de ambos métodos basados en la deteccion del M. tuberculosis,
se calculé el grado en que el método Ogawa coincidié con el ensayo MODS, aplicando el
indice de concordancia kappa mediante el cual se obtuvieron los siguientes resultados. Se
realizé una tabla de contingencia con los resultados que se obtuvieron del MODS y Ogawa

(tabla 2)

TABLA 2. Distribucién de muestras positivas y negativas mediante MODS y el cultivo gold standar Ogawa,
a través de una tabla de contingencia. Instituto SELADIS, junio de 2015 a febrero del 2016

OGAWA OTA
Positivo Negativo
Positivo 2 1 3
OD Negativo 0 47 47
OTA 2 48

Obteniendo un Chi -cuadrado de 32,638 (valor P<0.05). Lo cual nos indica una

dependencia entre los resultados obtenidos por lo cual podemos realizar el analisis de
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concordancia. Se determiné la concordancia entre el ensayo MODS y el método Ogawa
dando como resultado una concordancia observada de 0,98, una concordancia esperada de
0,9048 y un valor kappa de 0,8. Segun los criterios de Landis y Koch, el valor kappa
obtenido corresponde a un grado de concordancia Buena entre el ensayo MODS vy el

método Ogawa (tabla 3)

TABLA 3. Valoracion de la concordancia entre MODS vy el cultivo Gold standar Ogawa aplicando el indice
kappa. Instituto SELADIS, junio de 2015 a febrero del 2016

Concordancia observada

Concordancia esperada

Valor kappa

Grado de concordancia

10.5 SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALORES PREDICTIVOS
DEL MODS FRENTE AL OGAWA

A partir de los datos observados en la tabla de contingencia, el ensayo MODS
obtuvo una especificidad de 0,98 (98%), una sensibilidad de 0,1 (100%), un valor

predictivo positivo del 67% y un valor predictivo negativo de 100%. (Tabla 4)

TABLA 4. Tasas de evaluacion del MODS frente al cultico Gold standar Ogawa. Instituto SELADIS, junio
de 2015 a febrero del 2016

TASAS

SENSIBILIDAD

ESPECIFICIDAD

VALOR PREDICTIVO POSITIVO

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO
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Se realiz0 la relacion entre la prueba MODS vy el cultivo Ogawa, con la curva ROC
Curva ROC

o curva de rendimiento diagnostico con un nivel de confianza del 95% se obtuvo un éarea

bajo la curva ROC (AUC) de 0,9896. Lo que indica que existe un 98% de probabilidad de
que el ensayo MODS detecte correctamente a las personas con Tuberculosis Extrapulmonar

(grafica 3)
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106 TIEMPO DE DETECCION DEL CRECIMIENTO DE M.
tuberculosis EN MODS Y EN CULTIVO OGAWA

El tiempo para la deteccion del M. tuberculosis, se realizé desde la inoculacion de
las muestras al medio de cultivo, realizando ambos métodos al mismo tiempo. Se observo
que el ensayo MODS presenta un tiempo de deteccién del bacilo en menos tiempo que el

cultivo Ogawa, pudiendo asi obtener a partir del MODS resultados desde el dia 11, (tabla 5)

TABLA 5. Diferencia entre el MODS vy el cultivo gold standar Ogawa sobre el tiempo de deteccién Instituto

SELADIS, junio de 2015 a febrero del 2016

TIEMPO DE DETECCION (DIAS)
MUESTRAS OGAWA

Liquido Pleural

Liquido Pleural

Liquido Ascitico

11. DICUSION

La tuberculosis extrapulmonar es una enfermedad que en la actualidad sigue siendo
causa de sospecha en el diagnéstico rutinario en varios hospitales, esta se presenta en
pacientes que tuvieron tuberculosis pulmonar, la cual es mas prevalente en ciudades de

bajos recursos, con poblaciones que sufren desnutricion y pobreza, aunque se ha visto que
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en paises con una economia estable sufren esta enfermedad debido a la mala alimentacién
por parte de la poblacion, una persona gorda puede estar mal nutrida o hasta tener anemia.

En nuestro pais Bolivia donde aun la situacion econdmica afecta a la poblacion
haciéndola esta ser de clase social baja lo que conlleva a una poblacién mal nutrida y ser
sensible a padecer esta enfermedad. La tuberculosis extrapulmonar no es contagiosa pero el
diagnostico de esta suele ser tardio, debido a la dificultad de relacionar los sintomas con
esta enfermedad.

En Bolivia segin la OMS el afio 2014 se reportaron 6622 casos nuevos de
Tuberculosis extrapulmonar colocandolo en el cuarto puesto.

Existen varios factores para que esta enfermedad se presente, los pacientes que
tuvieron TB pulmonar abandonaron el tratamiento, sufrieron una coinfeccion o una recaida.
Ya sea cualquiera de estos motivos para presentar la enfermedad, esta puede llegar a
grandes complicaciones asi como la tuberculosis meningea, ya que el bacilo se puede alojar
en cualquier parte del cuerpo.

Los pacientes que abandonaron el tratamiento, por diversas razones siguen
presentando la enfermedad de la tuberculosis y esta puede llegar a provocar una
tuberculosis extrapulmonar y también cepas resistentes a farmacos.

La co-infeccion tuberculosis/VIH es uno de los problemas de salud mas importantes
que afronta la humanidad. ElI VIH incrementa el riesgo de enfermar de TB y la TB acelera
el curso del VIH/Sida. En nuestra ciudad La Paz, SEDES informo que existen 3395
pacientes, de los cuales; 2630 son portadores del virus y 765 de SIDA. En los pacientes que

tuvieron tuberculosis y sanaron pero se infectan con el virus del SIDA es probable que
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estos presente otra vez tuberculosis pulmonar y que ademas se presente también la forma
extrapulmonar en los resultados se dio uno de estos casos en la muestra de liquido pleural.

Se define que existe recaida por tuberculosis (TB) cuando un paciente que ha sido
declarado como curado de la enfermedad, regresa al servicio de salud con examen directo o
cultivo positivo, 0 ambos. Esto puede deberse a la presencia de bacilos resistentes a los
antituberculosos, de manera que si un paciente presenta otra vez la enfermedad puede
extenderse a una tuberculosis extrapulmonar.

El Cultivo es el unico método que asegura un diagnostico de certeza de tuberculosis
y ofrece una mayor capacidad diagnostica que la baciloscopia pero tiene sus limitaciones
por el costo y la demora en los resultados (aproximadamente 6 a 8 semanas) (Arturo, Heidy, &
Dory, 2015). En Bolivia el unico cultivo que se utiliza para el diagnostico de Tuberculosis
Extrapulmonar es el Ogawa, asi también para las prueba de sensibilidad y resistencia esto
se ha determinado por el Programa Nacional de Control de Tuberculosis, recientemente en
el afio 2015.

Observando los resultados, se procesaron 50 muestras de liquidos estériles,
mediante el cultivo Ogawa se obtuvieron dos muestras positivas, ambas fueron liquido
pleural, el Ogawa es el gold estandar por su alta sensibilidad que le permite detectar un
minimo de 10 a 100 bacilos por mililitro de muestra si es realizado cumpliendo las normas,

ademas permite estudiar los bacilos vivos por técnicas de identificacion. (Laboratorio Nacional

de referencia de TB, 2012)

En MODS se obtuvieron tres muestras positivas de las 50 muestras procesadas, dos
fueron de liquido pleural y una de liquido ascitico, aun no existen muchos trabajos

realizados con MODS en muestras de liquidos estériles, en cambio si se sabe que en
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medios liquidos tiene una mayor sensibilidad. (Cheng, 1994). Y este método se esta
implementando en varios paises aparte de Perd.

La muestra del liquido ascitico que dio positivo en MODS pero negativo en Ogawa,
pudo ser debido al tiempo de descontaminacion de la muestra que se realiza con hidréxido
de sodio. En estos casos las muestras que son decontaminadas en un tiempo prolongado a
lo habitual, ocasionaria una disminucion en la carga bacilar de la muestra o en su total
eliminacion.

En un primer periodo, se trabajé con medios de cultivo caducados debido a un
retraso en la llegada de nuevos cultivos para el desarrollo de este trabajo, y se observo que
en una muestra de LCR a los 21 dias de lectura dio negativo en MODS y positivo en
Ogawa a los 60 dias de lectura. Cabe resaltar que el paciente presento una co-infeccion con
VIH, por la tardanza de crecimiento a los 60 dias y con 4 colonias, el paciente ya pudo estar
en tratamiento, entonces los bacilos ya estarian afectados para poderse desarrollar.

Asi mismo el medio caduco del ensayo MODS no se encontraba en condiciones
muy aptas para detectar al bacilo ya que cuando un medio pasa de su fecha de vencimiento
existen cambios en su composicién o propiedades. Lo que lo hace un medio con alta
sensibilidad.

Otro motivo puede ser el tiempo prolongado desde la llegada de la muestra hasta
proceder a realizar la siembra al cultivo, ya que si la muestra presenta otros
microorganismos aparte del M. tuberculosis estos pueden contaminar la muestra a tal punto
que no sea posible recuperar a los bacilos sin que se contaminen los medios de cultivo y no

facilitar su deteccion.
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A parte de detectar al bacilo el ensayo MODS nos permite realizar la prueba de
sensibilidad y resistencia hacia los farmacos de primera linea Isoniacida y Rifampicina, en
los resultados se observan sensibilidad a ambos farmacos en las tres muestras que se
detectd al bacilo. Esta prueba nos permite detectar cepas multidrogorresistentes, aunque en
la biografia no se encontraron varias referencias sobre cepas drogorresistentes en muestras
extrapulmonares, tiene una gran importancia en el tratamiento que recibira el paciente.

En sospecha de la tuberculosis extrapulmonar el doctor inicia el tratamiento sin
depender siempre del resultado del cultivo, esto puede traer algunas contraindicaciones que
pueden causar los farmacos antituberculosos en caso de que los pacientes no padezcan esta
enfermedad, por ejemplo aumentos transitorios de las transaminasas durante el tratamiento
con isoniazida y en raras ocasiones se han comunicado casos de hiperbilirrubinuria,
ictericia y hepatitis.

Por lo tanto la isoniazida esta contraindicada en pacientes con enfermedad hepética
aguda y debera administrarse con precaucion a pacientes con alguna enfermedad hepética
cronica (alcoholismo, cirrosis o hepatitis cronica). Los pacientes de mas de 50 afios de edad
son mas propensos a desarrollar hepatitis, y el riesgo de padecer esta reaccion adversa es
cuatro veces mayor los pacientes que consumen alcohol diariamente. La isoniazida debe ser
usada con precaucion en los pacientes con insuficiencia renal dado que la eliminacion del

farmaco puede prolongarse aumentando la posibilidad de reacciones adversas.

La isoniazida puede ocasionar neuropatia periférica debido a una intolerancia a este
farmaco sustancia. Los pacientes con diabetes melitus, malnutricion o alcoholismo estan

mas predispuestos a experimentar esta complicacion. La isoniazida también empeora
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cualquier neuropatia periférica prexistente, especialmente en pacientes infectados por el
HIV. Se recomienda administrar un suplemento de piridoxina para evitar o aliviar esta

complicacion, recomendacion especialmente importante en el caso de pacientes epilépticos.

(ANMAT, 2012)

Para el tratamiento con Rifampicina, deben realizarse exdmenes basales de enzimas
hepaticas, bilirrubina, creatinina sérica, examen sanguineo completo y cuenta plaquetaria
antes de iniciar el tratamiento y durante este cada 2 a 4 semanas. Los examenes basales son
innecesarios en nifilos a menos que se conozca 0 sospeche clinicamente de algin
padecimiento subyacente. La Rifampicina tiene propiedades inductoras enzimaticas que
pueden aumentar el metabolismo de sustratos endogenos, incluyendo hormonas (adrenal,
tiroidea) y vitamina D. Reportes aislados han asociado una exacerbacion de la porfiria con
la administracién de Rifampicina como resultado de la induccion de la sintetasa del acido

delta aminolevulinico. (Catalogo, 2005)

Estos efectos de los farmacos hacen que el paciente no logre completar el
tratamiento debido a que no lo tolera por ciertas complicaciones que se puedan dar y en
casos de que el paciente no tenga tuberculosis extrapulmonar puede todavia empeorar la
situacion de algunos pacientes, y si se encontraran cepas resistentes a los farmacos el
tratamiento es otro, y la temprana deteccion de cepas drogorresistentes nos permite realizar
un tratamiento efectivo para el paciente. El tratamiento de la tuberculosis extrapulmonar
requiere atencion por parte del servicio de salud como del paciente.

Se determind el grado de concordancia entre Ogawa y MODS dando como

resultado una concordancia observada de 0,98, una concordancia esperada de 0,9048y un
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valor kappa de 0.8. Comunmente, se requiere un valor de kappa de por lo menos 0.70, pero
se prefieren valores de kappa cercanos a 0.90, en los resultados se observé un valor kappa
de 0.8 calificado como "Buena”, nos indica que la evaluacion entre Ogawa y MODS
obtuvo un buen grado de concordancia.

El cultivo es una técnica que tiene mayor sensibilidad (70-90%). El aislamiento de
las micobacterias por cultivo es entorpecido por su lento crecimiento. Un promedio de
incubacion de 4 semanas en medios convencionales se requiere antes que pueda ser
detectado crecimiento. De tal manera que en casos en los que se requiera una toma de
decisiones rapidas para instaurar una terapéutica efectiva su valor es muy limitado.

Observando los resultados el MODS tiene una sensibilidad del 100% mucho més
alta que el Ogawa, una especificidad del 98%, un valor predictivo negativo de 100% y un
valor predictivo positivo de 67%, observando el valor predictivo positivo es bajo, ya que
esta relacionado con la prevalencia de la enfermedad, a medida que la prevalencia de la
enfermedad sube el VPP aumenta pero el VPN va disminuyendo. Por lo tanto, si la
prevalencia es alta, un resultado positivo tiende a confirmar la presencia de la enfermedad,
mientras que si la prevalencia es baja, un resultado positivo no permitird afirmar su
existencia. (Pita Fernandez, 2010)

Se realizo también un analisis mediante la curva ROC, la cual nos permite conocer
el rendimiento global de una prueba, comparar pruebas y elegir el punto de corte apropiado
para cada paciente. En los resultados se observo el analisis de la curva ROC entre la prueba
MODS vy el cultivo Ogawa, se obtuvo un nivel de confianza del 95%, un &rea bajo la curva

ROC (AUC) de 0,9896, casi cercano a 1 (casi perfecto). Lo que indica que existe un 98%
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de probabilidad de que el ensayo MODS detecte correctamente a las personas con
Tuberculosis Extrapulmonar.

La curva ROC constituye un método estadistico para determinar la exactitud
diagndstica de tests, siendo utilizadas con tres propositos especificos: determinar el punto
de corte de una escala continua en el que se alcanza la sensibilidad y especificidad mas alta,
evaluar la capacidad discriminativa del test diagnostico, es decir, su capacidad de
diferenciar sujetos sanos versus enfermos, y comparar la capacidad discriminativa de dos o
mas tests diagndsticos. (Cerda & Cifuentes, 2011)

Sobre las dos muestras de liquido pleural que dieron positivo en MODS vy en
Ogawa, se observa en los resultados la diferencia del tiempo de deteccion del M.
tuberculosis, en MODS se detecto una muestra al dia 11 y la otra al dia 15. En Ogawa
ambas muestras se detectaron al dia 40, esto nos da a saber la rapidez de deteccion del
MODS, esto se debe a que en un medio liquido el bacilo aumenta su viabilidad por lo que
crece con mayor rapidez

Una confirmacién temprana de la presencia del bacilo ayuda a la pronta mejora del
paciente que puede estar en condiciones avanzadas o en principios de esta enfermedad. Ya
que si no esta cursando por una tuberculosis extrapulmonar puede estar afectado por otra
enfermedad grave y no estar recibiendo el tratamiento adecuado. Asi logrando la

disminucion de la prevalencia de esta enfermedad en nuestro medio

12. CONCLUSIONES

Al observar los resultados del presente trabajo podemos determinar que el ensayo de

susceptibilidad a farmacos antituberculosos mediante observacion microscopica (MODS),
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sirve como herramienta alterna para el diagndstico de Tuberculosis Extrapulmonar, en
muestras de liquidos estériles.

Se logré identificar cepas de Mycobacterium tuberculosis en muestras de liquidos
estériles mediante métodos microbioldgicos cultivo Ogawa, observandose el crecimiento
caracteristico de las colonias en este medio.

Se logr6 identificar cepas de Mycobacterium tuberculosis en muestras
extrapulmonares mediante métodos microbioldgicos, por sus caracteristicas de crecimiento
como la formacion de cordones en MODS.

Se logro detectar cepas resistentes a los farmacos Isoniacida y Rifampicina (MDR-
TB), mediante el método MODS, en tal caso que se vio que las tres muestras positivas
resultaron sensibles a ambos farmacos.

Se logro determinar los valores de concordancia entre el MODS vy el cultivo
microbioldgico convencional Ogawa con un valor kappa de 0,8 indicando un grado de
concordancia buena.

Se hallaron los valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos de
MODS frente al cultivo Ogawa. La sensibilidad del MODS logro ser més alta que el Ogawa
debido a varias caracteristicas de este.

El cultivo Ogawa nos puede proporcionar resultados a partir del dia 11 en el caso de
muestras de liquidos estériles, como se observan en los resultados el cultivo Ogawa dio
resultados de positividad en el dia 40, esto es de gran aportacion en el diagndstico que suele
ser tardio con el Ogawa.

Finalmente se comparo la deteccion de M. tuberculosis en medio de cultivo Ogawa
(método convencional) y en MODS. Observando los resultados obtenidos el MODS detecto
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al bacilo en una muestra de liquido ascitico, esta Unica muestra influye en la capacidad de
detectar la enfermedad, un paciente hace la diferencia y demuestra que el ensayo MODS es
considerado como un método alternativo para el diagnostico de la tuberculosis

extrapulmonar, asi aceptando nuestra hipétesis.
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ANEXOL.- MICROSCOPIO DE LUZ INVERTIDA

ANEXO 2.- MEDIOS DE CULTIVO PARA LA MUESTRA, CONTROL POSITIVO,
CONTROL NEGATIVO Y DE DILUCION.

52



ANEXO 3.- ANTIBIOTICOS USADOS RIFAMPICINA, ISONIACIDA Y PANTA

ANEXO 4.- INCUBACION DE LAS PLACAS MODS
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ANEXO 5.- AVAL ETICO
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ANEXO 6.- MUESTRA POSITIVA DE LIQUIDO ASCITICO A LOS 20 DIAS
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ANEXO 8.- SEGUNDA MUESTRA DE LIQUIDO PLEURAL A LOS 20 DIAS
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