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TUBERCULOSIS EN PACIENTES CON Y SIN INFECCION POR EL
VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

Analisis de la sensibilidad a antituberculosos primarios y del
polimorfismo de fragmentos de restriccién del DNA de Mycobacternium
tuberculosis
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1. ANTECEDENTES
EPIDEMIOLOGIA

La tuberculosis (TB) es una infeccion causada en el ser humano principalmente por
Mycobacterium tuberculosis;, generalmente es de evolucion crénica y afecta practicamente
cualquier érgano pero con mas frecuencia el pulmén. Actuaimente es un problema de salud
publica de tal magnitud, que en abril de 1993 la Organizacion Mundiat de |a Saiud declard
que ia meta de erradicarla en el afio 2000 tendria que aplazarse varios afios y declard a la
TB como una “urgencia mundial”.'

A escala mundial, cada ano se diagnostican 4 millones de casos nuevos y mueren
cerca de 3 millones de individuos. En los Gitimos afios la TB ha resurgido como consecuencia
de multiples factores, pero principalmente por la pandemia del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Por otra parte, el surgimiento de bacilos tuberculosos
g;t.‘ltltsirresistentes ha dificuitado el control de la enfermedad e incrementado la mortalidad.

En nuestro pais, cada afio se diagnostican 17,000 casos nuevos y ocurren 4,023
defunciones por TB pulmonar, o que equivale a 47 enfermos nuevos y 11 muertes
diariamente.

Entre los principales factores que explican su incremento en nuestro pais, estan la
asociacidn con el virus de ia inmunodeficiencia humana (VIH) y SIDA, alcoholismo y diabetes
mellitus (DM}, que a su vez también se han incrementado. &

En el Instituto Mexicano del Seguro Social la TB se ha mantenido dentro de las
primeras diez causas de muerte a nivel nacional 7 y en pacientes con SIDA es el segundo
oportunista mas frecuentemente reportado. 8 '

' Se estima que mas del 90% de los casos de TB reportados en Estados Unidos son
debidos a reactivacion de infecciones antiguas %'°, sin embargo, actualmente se acepta que
la infeccidbn exégena reciente influye de manera importante en la diseminacién de !a
enfermedad, como lo reportd el Dr, Alland y cals, '' quienes estimaron que cerca del 40% de
un grupo de casos en la ciudad de Nueva York y 57% en el subgrupo de pacientes con
infeccién por VIH, fueron debidos a infecciones exdgenas recientes.

Se entiende por TB debida a reactivacidn de infeccidn antigua, cuando las
micobacterias que permanecieron latentes durante afios después de Ja infeccion primaria, se
reproducen y ocasionan enfermedad activa. Esto generalmente sucede cuando el individuo
adquiere o desarrolla condiciones que deterioran el sistema inmunolégico como el
alcoholismo, DM, desnutricién, etc., pero principalmente por la coinfeccion con el VIH.
También puede suceder, que posterior a la inhalacién de bacilos tuberculosos, con o sin
infeccion previa, el paciente se infecte y progrése rdpidamente a enfermedad activa, lo-cual
se conoce como TB por infeccion exdgena reciente. En este caso es comun encontrar un
caso indice y varios de sus contactos, generalmente con algun tipo de inmunodepresion,
afectados por la misma cspa.

RESISTENCIA AL TRATAMIENTO

Se define como resistencia a la habilidad de la micobacteria de sobrevivir a la
exposicion a un medicamento, y este fenémenc en TB se origina por el mecanismo de
mutacion — seleccion.



Los mutantes naturales aparecen muy infrecuentemente y esta frecuencia es diferente
para cada uno de los diferentes medicamentos: rifampicina 1/108 isoniacida y estreptomicina
1110° y etambutol 1/10*. Asumiendo que la aparicion de las mutaciones se da de forma
independiente, la probabilidad de aparicién espontanea de un organismo resistente a mas de
un medicamento es el producto de cada una de las probabilidades, por ejemplo, la
procbabilidad de que aparezca resistencia a isoniacida y nfampicina en una misma
micobacteria es 1/10% x 1/10% o 1/10'*. Debido a que el nimero total de bacilos en una
persona enferma, aln con enfermedad cavitada avanzada, no alcanza este numero (1x10'%),
la aparicion espontanea de un bacilo multimesistente ocure muy rara vez. '2 Sin embargo,
esta frecuencia puede aumentar considerablemente por efecto de la presion selectiva que
gjercen tratamientos inadecuados que eliminan los bacilos sensibles y permiten la
multiplicacion de los mutantes resistentes. Por tal motivo, el antecedente de tratamiento
(principalmente el mal tratamiento, ya sea por prescripcion inadecuada, falta de supervision o
abandono del mismo), constituye el principal factor que favorece la seleccion de M.
tuberculosis resistente a uno o mas antibiéticos '415'® y |e da el cardcter de enfermedad
iatrogenica. Ademds, en estos pacientes el porcentaje de cepas resistentes sera mayor a
partir del primer mes, mientras mayor haya sido el tiempo que estuvieron expuestos al
tratamiento,"”

Epidemioldgicamente se consideran dos tipos de resistencia; primaria y secundaria. La
primaria e€s la que se presenta en pacientes que nunca han recibido tratamiento
antituberculose y la secundana la que se desarrolla por efecto del mismo. La resistencia
secundaria es la mas importante clinicamente porque es la que provoca [a acumulacion de
casos cronicos portadores de cepas multirresistentes y es un indicador de la efectividad del
tratamiento; este tipo de resistencia refleja una variedad de errores en los tratamientos
adminisirados y muestra el tipo de cepa que afectara proximamente & ia comunidad.

Se define muiltirresistencia como la presencia de resistencia por lo menos a isoniacida
y rifampicina.'®

En nuestro pais la informacién con respecto a la resistencia de M. tuberculosis es
escasa. Uno de los trabajos mas recientes es el del Dr. Sifuentes y cols. del INNSZ '°
guienes reportaron 84 cepas con una resistencia primaria de 17%, una resistencia
secundania de 46% y multiresistencia de 19% con una' fuerza de asociacién entre
multirresistencia y antecedente de tratamiento de 8.93 (ICgs 2.08 — 43.95, p 0.0006).

OTROS FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE RESISTENCIA
|

Debido a que la susceptibilidad y prevalencia de TB son mayores en pacientes
alcohdlicos, con DM e infeccién por VIH, e Comité para la Eliminacion de la Tuberculosis de
E.U. los reconoce, entre otros, como grupos de alto riesgo.'® Los mecanismos biolégicos por
los cuales los pacientes alcohdlicos, con DM o infeccién por VIH son mas susceptibles a fa
TB también se han descrito 22222433 gin embargo, su asociacién con el desarrolio o
adquisicion de cepas de M. luberculosis multirresistente no se ha establecido. Existen
algunos datos gue hacen supconer dicha asociacion, por ejemplo, se sabe que el alcoholismo
se asocia significativamente con la falta de apego al tratamiento ¥ por lo que de forma
indirecta también podria asociarse al desanmollo de cepas resistentes. En pacientes con
infeccion por VIH se han reportado un gran ndmerc de brotes epidémicos de cepas
multirresistentes y es muy probable que en ellos |a falta de apego al tratamiento también sea
frecuente.




()

Por otra parte, no se ha demastrado que cepas resistentes de M. fubercufosis tengan'
mayor capacidad de infectar y causar enfermedad que las cepas sensibles, % sin embargo,
aguellos pacientes expuestos a una cepa resistente tendran mayor posibilidad de enfermarse-
debido a que un paciente con TB resistente permanecera bacilifero por mas tiempo, como
consecuencia de la falta de respuesta al tratamiento convencional. El mayor tiempo de
exposicidn aumenta la posibilidad de infectar y enfermar a los contactos, principalmente
aquelios con mayor susceptibilidad como los diabéticos, alcohdlicos y con infeccion por VIH.

RESISTENCIA DE M. tuberculosis EN PACIENTES CON INFECCION POR VIH

A diferencia de lo que sucede en la poblacidn VIH negativa, las frecuencias de
resistencia primaria, secundaria y multirresistencia en pacientes con infeccion por VIH han
sido poco estudiadas. Se ha supuesto que las frecuencias de resistencia primaria,
secundaria y multiresistencia en estos pacientes son mayores, sin embargo no existen
trabajos de prevaiencia al respecto. Esta suposicion esta basada en:

a) el gran numero de brotes nosocomiales y comunitarios de cepas multiresistentes
que han afectado a pacientes con VIH/SIDA 230313233 4 jag frecuencias de
multiresistencia reportada por el Dr. Shafer y cols. * en la Ciudad de Nueva York y
la Dra. Ritacco y cols. en Buenos Aires, Argentina, de 58% y 455%
respectivamente; sin embargo, estos resultados se asociaron a brotes
nosocomiales, lo que elevd los porcentajes y no refleja la prevaiencia real del
fendmeno

b) a las caracteristicas propias de pacientes con VIH/SIDA y TB (mayor posibilidad de
tratamientos antituberculosos empiricos, mayor posibilidad de interrupcion del
mismo, uso de profilaxis con isoniacida, mayor nimero de intemamientos y
exposicidn a pacientes con TB, mayor porcentaje de infeccidn exdgena por cepas
resistentes en brotes nosocomiales y comunitarios, etc. ).

En México no hay trabajos de resistencia de M. tuberculosis aisiados de pacientes
con infeccion por VIH y de los 3 trabajos de resistencia de M. ‘tuberculosis publicados en los
Ultimos 7 afos '93%% solo ef del Dr. Sifuentes ' menciona 7 pacientes con SIDA, de ios
cuales uno tenia una cepa muitiresistente y otro una resistente a isoniacida.

TRANSMISION NOSOCOMIAL DE TUBERCULOSIS

* La TB ha sido reconocida desde hace mucho tiempo ¢omo un riesgo tanto para
pacientes como para el personal de salud en las unidades medicas; sin embargo, esto no
fue realmente evidente hasta la llegada del SIDA. Desde entonces, se han reportado un gran
numero de brotes nosocomiales que se han caracterizado por una elevada prevalencia de
infeccion por VIH entre los casos (20-100%), una elevada mortalidad en pacientes con cepas
multirresistentes (72-89%), un intervalo corto entre el diagnédstico y la muerte (4-6 semanas)
y por la transmision de cepas multiresistentes a pacientes con SIDA, tanto en paises
desarrollados 23 *3 como en paises en vias de desarrollo.®

Algunos de los factores contribuyentes de estos brotes son: retraso en el diagnéstico,
aislamiento reéspiratorio inadecuado o ausente, procedimientos generadores de aerosoles
como broncoscopias, expectoraciones inducidas y tratamiento con pentamidina aeroclizada,




rapida progresion a enfermedad activa en pacientes con SIDA, persistencia de
expectoraciones baciliferas a pesar de tratamlento debido a cepas multirresistentes y
ventilacién inadecuada en cuartos aislados. >

Se ha descrito que los brotes nosocomiales reportados, se dan en el contexto de 3
principales factores presentes en un gran numero de hospitales urbanos en los Estados
Unidos: un numero cada vez mayor de pacientes con infeccion por VIH/SIDA hospitalizados,
una mayor frecuencia de TB en estos pac:entes y por el incumplimiento de las guias
publicadas para pravenir la transmisién de TB. 9%

Existen basicamente 3 formas de estudiar la posnbllldad de transmisidn nosocomial de
TB:

1) A través de un estudio prospectivo determinar si individuos expuestos
intrahospitalariamente a un caso indice enferman y verificar que las micobacterias
de estos casos sean idénticas a la del caso indice.®

2) Identificar la presencia de un brote epidémico nosocomial de TB con los métodos
epidemiolégicos convencionales, analizar las cepas involucradas por medio de-
RFLP (ver mas adelante) y si dos 0 mas cepas son idénticas, intentar identificar
retrospectivamente el caso indice g los mecamsmos por los cuales se transmitié la
enfermedad entre los individugs 2034143

3) Analizar por RFLP una muestra decepasy tratar de evidenciar posibles relaciones

La segunda estrategia es la mas utilizada y la que ha puesto en evidencia el mayor .
numero de brotes nosocomiales, sin embargo, al igual que la primera, pueden involucrar
largos periodos de tiempo para que se produzea un brote epidémico que podamos detectar o
para que los contactos enfermen, lo cual ademas puede no suceder, :

HOSPITAL DE INFECTOLOGIA, CENTRO MEDICO “LA RAZA” (HI, CMR)

El HI, CMR, es un centro de referencia infectolégico con 70 camas para pacientes
adultos, donde la principal causa de atencion es la infeceion por VIH. El nimero actual de
pacientes con VIH es de aproximadamente 800 y cada afio se diagnostican por cultivo en
promedio 80 casos de TB, de los cuales aproximadamente el 50% esta coinfectado con VIH.
En el HI, CMR, al igual que en otros hospitales del sector salud, las condiciones para el
desarrollo de brotes nosocomsales de TB estan dadas: prevalencia elevada de infeccion por
VIH y TB, falta de cuartos aislados, no hay cuartos con presign negativa, los bafos son
comunitarios, etc. Ademas, las medidas recomendadas intemacionalmente para prevenirios,
programas de deteccidn de la infeccion y enfermedad activa, diagndstice rapido, profitaxis y
tratamientos adecuados, cuartos aistados, medidas fisicas para reducir la contaminacion
aérea, cubrebocas de alta eficiencia, investigacion pronta y control de los brotes, etc., “
realizan inconsistentemente 0 no se tienen. Por tanto, la probabilidad de adquirir TB
intrahospitalariamente es aita, al igual que la posibilidad de que pase desapercibida debido a
la falta de una vigilancia epidemioldgica estricta y a la faita de aplicacidon de las nuevas
técricas moleculares. Por otra parte, como el laboratorio de micobacterias del Hospital no
cuenta con la infraestructura necesaria para la identificacion de especies ni determinacion de
susceptibilidad a medicamentos, se desconocen las frecuencias de resistencia primaria,
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secundaria y muitimesistencia de M. tuberculosis en la poblacion de pacientes con y sin
VIH/SIDA. .

ANALISIS DEL POLIMORFISMO DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION (RFLP)

Con las técnicas de biologia molecular, principalmente la determinacion de la “huella
digitai” del DNA de M. tuberculosis por RFLP o analisis del polimorfismo de fragmentos de
restriccion, se pueden identificar y diferenciar cepas de este bacilo, con o que se ha
mejorado la precision de los estudios epidemiolégicos; principalmente el analisis de los
factores que facilitaron la transmision de ta enfermedad entre los pacientes, la determinacion
del ongen de los brotes epidémicos comunitarios y nosocomiales, la diferenciacion entre
reactivacion e infeccién exégena y fa identificacidn de contaminacidn cruzada en el
laboratario. 474849

En paises no desamrollados, donde la incidencia de TB es mayor, se han identificado y
sugerido tres principales areas de investigacion para el uso de RFLP en estudios
epidemiolégicos: *°

1) transmisién comunitaria
2) transmisién nosocomial y
3) TB relacionada a infeccion por VIH.

El RFLP se basa en la extraccién del DNA de la micobacteria y su fragmentacion con
una enzima especifica; posteriormente los fragmentos de DNA obtenidos son separados por
electroforesis y visualizados usando una sonda que se une especificamente a los fragmentos
de DNA que contienen una secuencia de bases denominado 1S6110 que es caracteristica del
complejo M. tuberculosis (Fig. 1 y Anexo 1).



Fig. 1. Ejemplos de patrones
de RFLPs de 13 cepas
de M. tuberculosis.

El DNA gendmico de la
micobacteria se corla
enziméaticamente y los fragmentos
son separados por electroforesis; los
fragmentos que contienen el
segmento de DNA denominado
{56110 pueden ser visualizados por
autorradiografia cuande se les une
una sonda marcada., Cada linea
vertical o camil, comesponde a una
cepa de M, tuberculosis, Nitese que
el nimero de bandas y su posicidn
es variable, caracteristicas muy
utiles para detemmninar el grado de
similitud entre [as cepas.

Nimerodecepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13
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£l genama de M. tuberculosis contiene de 0 a 22 copias de este segmento de DNA
cuya posicion ademas es variable a lo largo del genoma, Debido a que el nimero de posibles
combinaciones de ambas caracteristicas es extremadamente grande, es practicamente
imposible que dos as no relacionadas genéticaments presenten el mismo patron de
bandas por RFLP. 543 pgr |o anterior, se ha considerado que |a combinacién de ambas
caracteristicas, {(numero de copias y su posicion en el genoma) constituye io que se
denomina “huella digital®, que es caracteristica para cada cepa de M. tuberculosis.

De acuerdo al indice de similitud por RFLP las cepas se pueden agrupar en tres
categorias: cepas con RFLPs idénticos, con RFLPs relacionados y RFLPs no relacionados.
Se definen patrones idénticos de RFLP cuando el indice de similitud de dos 6 mas cepas
es de 100% o cuando solo difieren en una banda, las cepas relacionadas se reconocen
cuando sus patrones de RFLP tienen un indice de similitud superior al 80% y no
relacionadas cuando su similitud es inferior al 80%. **41445354 Djcho de otra forma, a mayor
indice de similitud mayor [a relacion genética entre las cepas y viceversa,



Como el RFLP es una forma directa de medir el grado de “parentesco” o relacion
genética entre las cepas de M. tuberculosis de acuerdo a la similitud en la organizacion y
constitucion del genoma, se puede concluir que cepas con RFLP idénticos son reaimente
una misma cepa, que cepas con RFLPs relacionados estan estrechamente "emparentadas’
por tener un ancestro comun y que cepas con RFLPs no relacionados son diferentes por no
tener ningun tipo de relacion entre ellas (Fig. 2).




A ) ' c
RFLPs IDENTICOS RFLPs NO RELACIONADOS RFLPs RELACIONADOS
(CEPAS IDENTICAS) ' (CEPAS NO RELACIONADAS) (CEPAS RELACIONADAS)
Similitud del 100% Similitud menor de 80% Similitud mayor de 80%

Fig. 2. Criterios de similitud entre patrones de RFLP y ejemplo de patrones de RFLP idénticos, no relacionados y refacionadas. Los
porcentajes de similitud se basan en el nomero de bandas y su posicidn que comparten los patrones de RFLP y se obtienen através de
dendrogramas (ver fig. 3). En el caso de cepas idénticas {(ejemplo A) los RFLPs tienen el mismo namero de bandas en la misma posicion,
mientras que en cepas no relacionadas (ejemplo B) tanto el nGmero de bandas como sus posiciones son diferentes. N6tese como en e ejemplo
C (cepas relacionadas) los palrones de RFLP comparten 9 bandas y difieren en 4.




Debido a |a estabilidad del 1S6110, la utilidad y aplicaciéon de estos conceptos en la
investigacion clinicofepidemiologica en tuberculosis son inmediatas; en el caso de un brote
epidémice ocasionado por diseminacidon de una sola cepa, los patrones de RFLPs seran
idénticos, en caso de TB por infeccion exégena debido a diseminacién reciente de una o mas
cepas habra gran similitud entre ellas (cepas relacionadas) mientras que en un grupo de
casos de TB por reactivacion de infecciones antiguas los patrones de RFLP seran todos
distintos o no relacionados debido a los diferentes tiempos y lugares en que cada paciente se
infectd.*® Sin embargo, algunas cepas de M. tuberculosis pueden tener un escaso nimero de
copias de 156110 (menos de 5) (ver figura 1, cepas 7 y 9) lo cual ocasiona que el poder
discriminativo de la técnica disminuya y la posibilidad de que este tipo de cepas sean
idénticas debidas al azar se incrementa, por lo que deben ser excluidas del andlisis de
similitud; ' **% g5 decir, cuando dos 6 mas cepas con RFLPs de mencs de 5 bandas son
idénticas, la posibilidad de que sean idénticas por el azar y no por proceder de un ancestro
comun es alta, y pondria en duda si ese grupo de cepas representan un brote epidémico o
no.

Otra aplicacién de la técnica es la determinacién de contaminacién en el laboratorio, lo
cual se establece cuando dos o mas cepas presentan patrones idénticos de RFLP, las
muestras clinicas fueron procesadas en el laboratorio el mismo dia y no hubo relacidn
epidemiolégica entre los pacientes. >3

Debido a su gran poder discriminativo a escala motecular, el andlisis por RFLP
actualmente es el estandar de bro en estudios epidemiclogicos de TB.'" 46495

Por medic del programa computarizado Gel Manager versidn 1.5 es posible obtener
los porcentajes de similitud entre los patrones de RFLP. Este programa forma grupos de
caracteristicas similares usando un procedimiento estadistico conocido como andiisis de
grupos. Este procedimiento se base en los conceptos de distancia y similitud que existen
entre las bandas de los patrones de RFLP. Distancia es la medida de lejania y similitud la
medida de cercania entre las bandas. Utilizando el andlisis de grupos los patrones de RFLPs
son agrupados sobre la base de la “cercania™ entre las bandas. La medida del grado de
cercania o lejania entre los patrones de bandas es el “coeficiente de similitud”, el cual es el
resultado de Ja comparacion del patron de bandas de una cepa con los patrones de bandas
del resto de las cepas en estudio. Asi, mientras el coeficiente de similtud es mayor, las
cepas estan mas relacionadas y aparecen mas juntas en el dendrograma, gque es la forma
gréfica de visualizar la relaciébn entre un grupo de cepas (Fig. 3). Las cepas poco
relacionadas estaran alejados en esta representacion grafica. Las cepas con patrones de
bandas idénticos se colocaran una alllado de la otra formando grupos o “clusters”, mientras
que cepas poco relacionadas estaran situadas separadamente.
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Fig. 3. Ejemplo de dendrograma donde se identifican cepas idénticas, cepas relacionadas y
cepas no relacionadas. En el extremo izquierdo se observa propiamente el dendrograma, que es
la representacion grafica de los patrones de RFLP agrupados segin su indice de simifitud, ei cual
se determina transpolando las lineas verticales que indican cada grupo. con la escala |localizada en
el exiremo superior izquierdo, En la parte media se localiza la representacion esquemética de los
RFLPs y en el extremo derecho el nimero que identifica cada cepa.

Obsérvese como cada par de cepas idénticas se identifica por lineas venticaies localizadas a nivel
del 1 0 100% de |a escala de indice de similitud. En el caso del par de cepas relacionadas, ia linea -
vertical que identifica e grupo se encuentra a nivel dei 80% y para el grupo de 3 cepas no
relacionadas el indice de similitud es de aproximadamente 56%. .




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

A pesar de que la TB es un grave problema de salud publica en México '® |a informacién
nacional existente es escasa. lgualmente, en el HI, CMR, donde la prevalencia de TB es
elevada, se desconocen aspectos basicos como las frecuencias de resistencia primaria,
secundaria y multiresistencia de M tuberculosis, las cuales se intuye, son elevadas
considerando que una parte de los pacientes son enviados a nuestro hospital por recaida o
falla al tratamiento. En este sentido, es importante estimar ef efecto que tiene el antecedente
de tratamiento sobre el desarrollo de resistencia para poder identificar tempranamente a
pacientes con cepas resistentes. Ademas, debido a que el 50% de estos casos estan
coinfectados con el VIH, es probable que dicha asociacién también favorezca la presencia de
cepas de M. tuberculosis resistentes y lo mismo puede ocurrir con otros factores como la DM
Il y el alcoholismo, que son altamente prevalentes en nuestros pacientes con TB, y que la
SSA ha reportado como asociadas al incremento de casos de infeccion por VIH en nuestro
pais. También se ignoran los porcentajes de casos debidos a reactivacion de infecciones
latentes, que se estima es el principal mecanismo productor de enfermedad en pacientes con
infeccion por VIH, o a infeccion exdgena reciente. Por ofra parte, dado que en el Hl, CMR
convergen los 3 factores asociados a brotes nosocomiales de TB (prevalencia elevada de
casos con infeccion por VIH y TB e, incumplimiento de las guias recomendadas por los CDC
para evitar fa transmision de TB) es posible que existan casos de TB de origen nosccomial
que estén pasando desapercibidos.

Con lo anterior, se tendra un conocimientc general de algunos de los aspectos mas
importantes de la TB en nuestro hospital, que serian de utilidad para la elaboracién parcial de
un programa de control de la TB en nuestra Unidad. Por ejemplo, en poblaciones donde (a
mayoria de los casos se deben a reactivacion de infecciones |latentes se deben implementar
programas de deteccién con PPD y aplicacion de tratamientos profilacticos o, en poblaciones
donde la mayoria de los casos son debidos a infeccidn exdgena reciente, las acciones deben
estar dirigidas a la identificacion de grupos de alto riesgo de transmisién, deteccion temprana
de casos, tratamiento hasta la curacién y reduccién de la diseminacion intrahospitalaria. O, al
conocer los porcentajes de resistencia y los factores de riesgo relacionados, se podria
identificar tempranamente a pacientes con cepas probablemente resistentes e iniciar
oportunamente tratamientos adecuados mucho antes de tener & cultivo y la sensibilidad,
mejorando con esto, ia posibilidad de curacién y, paralelamente, evitando que ofros
individuos enfermen al cortar la cadena de transmision. Por otra parte, en el caso de detectar
casos de TB adquirida intrahospitalariamente, se deberan identificar los mecanismos que lo
favorecieron para implementar y/o mejorar las medidas de seguridad al respecto.

Por ultimo, se acepta que para el mejor control de la TB, independiente de la cantidad y tipo
de informacién existente, se deben realizar peribdicamente este y ofro tipo de estudios en
cada comunidad, para conocer con mayor precision las caracteristicas y necesidades
particulares de cada una de elflas, con el objeto de implementar las medidas necesarias.
Debido a la mayor susceptibilidad de infeccion y rapida progresion a enfermedad activa por
TB en pacientes con infeccion por VIH, se selecciond a este tipo de pacientes considerando
gue ia posibilidad de detectar casos de TB transmitida intrahospitalariamente o ¢asos con
cepas de M. tuberculosis relacionadas podria ser mayor.



. PREGUNTAS

. ¢Existen casos de tuberculosis nosocomial en una musstra de pacientes con
infeccién por VIH y tuberculosis del HI, CMR?

. ¢Cual es la frecuencia de TB por reactivacion de infecciones latentes e infeccién exégena
determinados por RFLP en pacientes con infeccién por ViH?

. ¢Cudl es la frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multirresistencia a 4
antituberculosos primarics de cepas de M. fuberculosis aisladas de pacientes con
infeccién por VIH del HI, CMR?

. ¢Cuales son los factores de riesgo para la adquisicion de cepas de M. tuberculosis
muitirresistente en una muestra de pacientes del HI, CMR?

. OBJETIVOS

. Determinar la existencia de tuberculosis nosocomial en una muestra de pacientes con
infeccion por VIH y tuberculosis del HI, CMR.

. Determinar la frecuencia de casos de TB por reactivacidn de infecciones latentes y de
casos por infeccion exdgena en pacientes con infeccién por VIH utilizando |a técnica de
RFLP.

. Determinar la frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multirresistencia a 4
antituberculosos primarios en cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con
infeccién por VIH del HI, CMR.

. Determinar los factores de riesgo asociados a ta adquisicion de cepas de M. tuberculosis
multirresistentes en una muestra de pacientes del HI, CMR,

. HIPOTESIS

. Existen casos de tuberculosis nosccomial en la muestra de pacientes con infeccion por
VIH y tuberculosis del HI, CMR.

. Mas del 10% de los casos de TB en pacientes con infeccion por VIH son debidas a
infeccion exégena reciente.

. La frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multiresistencia es iguai 0 superior al
17%, 46% y 19% respectivamente en pacientes con infeccion por VIH del HI, CMR.

. El principal factor de riesgo para el desarrollo de cepas de M. tuberculosis
multirresistentes es el antecedente de tratamiento antituberculoso



3. PREGUNTAS

1. (Existen casos de tuberculosis nosocomial en una muestra de pacientes con
infeccion por VIH y tuberculosis del HI, CMR?

2. ¢Cual es la frecuencia de TB por reactivacion de infecciones latentes e infeccion exdégena
determinados por RFLP en pacientes con infeccién por VIH?

3. ;Cual es la frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multimesistencia a 4
antituberculosos primarios de cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con
infeccién por VIH del HI, CMR?

4. ¢Cuales son los factores de riesgo para la adquisicion de cepas de M. tuberculosis
multiresistente en una muestra de pacientes del HI, CMR?
4. OBJETIVOS

1. Determinar la existencia de tuberculosis nosocomial en una muestra de pacientes con
infeccién por VIH y tuberculosis del HI, CMR.

2. Determinar la frecuencia de casos de TB por reactivacion de infecciones latentes y de
casos por infeccion exogena en pacientes con infeccion por VIH utilizando |a técnica de
RFLP.

3. Determinar la frecuencia de resistencia primaria, secundaria y rmultirresistencia a 4
antituberculosos primarios en cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con
infeccion por VIH del Hi, CMR.

4, Determinar los factores de riesgo asociados a ia adquisicién de cepas de M. tuberculosis
multiresistentes en una muestra de pacientes del HI, CMR.

5. HIPOTESIS

1. Existen casos de tuberculosis nosocomial en la muestra de pacientes con infeccidon por
VIH y tuberculosis del HI, CMR.

2. Mas del 10% de los casos de TB en pacientes con infeccién por VIH son debidas a
infeccidn exégena reciente.

3. La frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multirresistencia es iguai o superior al
17%, 46% y 19% respectivamente en pacientes con infeccion por VIH del HI, CMR.

4. E! principal factor de riesgo para el desarrollo de cepas de M. tuberculosis
multirresistentes es el antecedente de tratamiente antituberculoso
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. PREGUNTAS

. ¢Existen casos de tuberculosis nosocomial en una muestra de pacientes con

infeccién por VIH y tuberculosis del HI, CMR?

. ¢ Cudl es la frecuencia de TB por reactivacion de infecciones latentes e infeccion exdgena

determinados por RFLP en pacientes con infeccién por VIH?

. ¢Cudl es la frecuencia de resistencia primaria, secundaria y muitirresistencia a 4

antituberculosos primarios de cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con
infecciéon por VIH del HI, CMR?

. ¢Cuales son {os factores de riesgo para la adquisicion de cepas de M. tuberculosis

multirresistents en una muestra de pacientes del HI, CMR?

. OBJETIVOS

. Determinar la existencia de tuberculosis nosocomial en una muestra de pacientes con

infeccion por ViH y tuberculosis del HI, CMR.

. Determinar la frecuencia de casos de TB por reactivacion de infecciones latentes y de

casos por infeccién exdgena en pacientes con infeccion por VIH utilizando la técnica de
RFLP.

. Determinar la frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multirresistencia a 4

antituberculosos primarios en cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con
infeccion por VIH del HI, CMR.

Determinar los factores de riesgo asqciados a la adquisicion de cepas de M. tuberculosis
muitiresistentes en una muestra de pacientes del HI, CMR.

. HIPOTESIS

Existen casos de tuberculosis nosocomial en la muestra de pacientes con infeccion por
VIH y tuberculosis del HI, CMR.

Mas del 10% de los casos de TB en pacientes con infeccioén por VIH son debidas a
infeccion exdgena reciente.

La frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multirresistencia es igual o superior al
17%, 46% y 19% respectivamente en pacientes con infeccion per VIH del HI, CMR.

El principal factor de riesgo para el desarrolio de cepas de M. tuberculosis
multirresistentes es el antecedente de tratamiento antituberculoso



6. MATERIAL Y METODOS

6.1. PACIENTES Y VARIABLES A ESTUDIAR

Pacientes: Para los objetives 1, 2 y 3: Pacientes con infeccion por VIH y tuberculosis

Para el objetivo 4: Pacientes con y sin infeccion por VIH y tuberculosis
Muestras : Cepas de M. tuberculosis
Variables : Objetivos 1 y 2: Patrones de RFLP e indices de similitud

Obijetivo 3: Sensibilidad & isoniacida, rifampicina, etambutol y

estreptomicina

Objetivo 4. Factores de riesgo para  multiresistencia:

antecedente de tratamiento previo con
antituberculosos, infeccion por VIH, diabetes mellitus
Il'y alcoholismo.

6.2. DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES:

6.2.1. PARA EL QBJETIVO 1

Infeccion por VIH: Determinacion de anticuerpas séficos contra el VIH por el método de

ELISA en dos ocasiones y confirmacion por Western-Blot.

Tuberculesis: Infeccion de evolucidn subaguda o crénica, caracterizada por sindrome febril

de magnitud variable, diaforesis de predominio vespertino - noctumo, atague
al estado general, signos y sintomas relacionados al érgano o sistema
afectado, por sjemplo. meningoencefalitis, sintomas respiratorios ¢como tos,
expectoracidbn mucosa, purulenta y/o hemoptoica con o sin disnea, dolor
pleuritico, adenomegalias, escréfulas, etc, .y cultivo de liquido
cefalorraquideo, expectaracion, liquido pleural, sangre, secrecion o biopsia de
gangtio positivo a M. tuberculosis.

Transmisién nosocomial: Cuando las cepas de M. tuberculosis de dos o mas pacientes

presentan el mismo patror de polimorfismo de DNA por RFLP
{con mas de 5 bandas), se ha descartado contaminacién en el
laboratorio y tienen el antecedente epidemiolégico de contacto
intrahospitalario definido por haber estado hospitalizados en el
mismo cuarto o piso y/o haber tenido cita en consulta externa un
mismo dia por lo menos en una ocasion, teniendo uno de ellos
enfermedad pulmonar o laringea por M. tuberculosis con
baciloscopia de expectoracion positiva.> '



Patrén de RFLP idéntico: Cuando dos o0 mas RFLPs presentan el mismo numero de
bandas en la misma posicidn, es decir, su indice de similitud es
del 100% o sdlo difieren en 1 banda. Una banda extra se
considera el resultado de un evento de transposicion replicativa.
%:41.5354 patrones idénticos de RFLP con mas de 5 bandas
significa que se trata de la misma cepa de M. tubercufosis.

VARIABLES A DESCARTAR

Contaminacién en el laboratorio: Cuanda dos 0 mas cepas de M. tuberculosis presentaron
el mismo patrén de RFLP y sus cultivos y/o RFLPs se
procesaron el mismo dia en el laboratorio del HI, CMR o
de ia UIMEIP, CMN XXI| y no existi6 el antecedente
epidemioldgico de contacto entre los pacientes.

Transmision extrahospitalaria: Cuando dos o mas cepas de M. tuberculosis presentaron el
mismo patron d& RFLP (con mas de 5 bandas) y se
descartd transmisién nosocomial y contaminacion en el
laboratorio.

6.2.2. PARA EL OBJETIVO 2

Tuberculosis por reactivacién de infeccién latente Enfermedad causada por la
multiplicacion de micobacterias
después de haber permanecido
inactivas o latentes posteriorala -
infeccion primaria.

Tuberculosis por infeccién exégena: Enfermedad causada por la inhalacidn de bacilos
tuberculosos y rapida progresion a enfermedad
I activa.

Patrén de bandas por RFLP: Numero y posicion de bandas obtenido por RFLP de cada
. cepa de M. tuberculosis.

Patrén de RFLP relacionado: Cuando dos o mas RFLPs presentan un indice de similitud de
80% o mayor. Patrones de RFLP relacionados significa que
dichas cepas estan conectadas genética y
epidemiolégicamente; es decir, se han trasmitido entre los
pacientes de una fuente comun relativamente reciente, y o
mas probable es que sean debidas a infeccion exdgena
reciente.*



Patron de RFLP no relacionado: Cuando dos o mas RFLPs presentan un indice de
similitud menor de 80%. Patrones de RFLP no
relacionados significa que dichas cepas de M.
tuberculosis tienen origenes distintos, es decir, que lo
mas probable es que se trate de casos por reactivacion
de una infeccion latente.*

Los RFLPs se realizaron por duplicado para verificar su reproducibilidad,
posteriormente la imagen de mejor calidad se transfirié al programa Gel Manager 1.5 para la
realizacion de los dendrogramas, los cuales se realizaron y analizaron por dos investigadores
d# ferma independiente; en caso de existir alguna diferencia esta se resolvid por consenso
4o €1 apoyo det Dr. José Antonio Enciso, experto en Biologia Molecular.

6.2.3. PARA EL OBJETIVO 3

Farmacos antituberculosos primarios: Isoniacida, rifampicina, etambutol y estreptomicina.

M. tuberculosis resistente: Cuando 1% o mas de ia poblacion de M. tuberculosis crece
en una é mas de las siguientes concentraciones de farmacos:
estreptomicina 2 ug/ml, isoniacida 4 pg/ml, rifampicina 2 ug/ml y
etambutol 7.5 pg/ml por el método radiométrico BACTEC.>

Las definiciones de resistencia primaria, secundaria y muitirresistencia son las
recomendadas por el grupo mundial de trabajo OMS/UICTER sobre vigilancia de resistencia
a farmacos antituberculosos. '®

Resistencia Primaria;: Cuando una cepa de M. tuberculosis es resistente a uno o mas
medicamentos y no existe el antecedente de que el paciente haya
recibido isoniacida, rifampicina, estreptomicina o etambutol en el
pasado o cuando los haya recibido menos de 1 mes.

Resistencia Secundaria: Cuando una cepa dé M. tuberculosis es resistente y existe el
antecedente de que el paciente recibié, por lo menos durante 1
mes ', isoniacida, rifampicina, estreptomicina o etambutol.

M. tuberculosis multirresistente: Cuando presenta resistencia a isoniacida y rifampicina o a
3 0 mas de los antituberculosos primarios en estudio.

M. tuberculosis sensible: Cuando M. tuberculosis no presenta resistencia a
estreptomicina, isoniacida, rifampicina ni etambutol .



6.2.4. PARA EL OBJETIVO 4

Casos: Cepas de M. tuberculosis multirresistentes
Controles: Cepas de M. tuberculosis no multimesistentes

M. tuberculosis multirresistente: Igual que para el objetivo 3

Antecedente de fratamiento: Cuando el paciente tenga el antecedente de haber tomado
por lo menos isoniacida y rifampicina, durante un mes como
minimo.'”

Diabetes Mellituys ll: Cuando asi lo haya reportado el paciente y se encuentre registrado en -
el expediente.

Alcoholismo: Cuando existio el antecedente de que el paciente ingeria bebidas alcohdlicas
diariamente, o cuando llegaba al estado de embriaguez por lo menos una vez
por semana, o cuando se haya reportado “alcoholismo crénico intenso”, o
cuando el médico asi lo haya diagnosticado y registrado en el expediente.

Infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana: Se definio por |la presencia de
dos ELISAS positivas y un
Western-Blot confirmatario.

Nos interesaron estos tres factores y no otros, debido a que son los que se han
asociado al incremento de la TB en México, segun la Secretaria de Salud,® y de que en la
practica clinica se sabe que son aitamente prevalentes en la peblacion de pacientes con TB,
gue ademas, se sospecha que la mayoria tengan cepas resistentes. Por otra parte,
independientemente de ta informacién que pudiera existir en otros lugares, es necesario
calcular el riesgo atribuible para cada unc de los probables factores asociados a
multirresistencia en cada comunidad en particular para el mejor control y prevencion de TB
multirresistente.

6.3. DISENO DE LA INVESTIGACION
6.3.1. PARA EL OBJETIVO 1

Como ya se comento existen 3 formas de estudiar la posibilidad de T8 nosocomial: 1)
vigilar prospectivamente a los contactos intrahospitalarios de un paciente con TB bacilifera
para determinar si desarrollan TB con ia misma cepa, 2) detectar un brote nosccomial de TB
con los métodos epidemiolégicos convencionales y tratar de identificar si fueron causados
por la misma cepa, y 3) analizar un grupo de cepas de M. tuberculosis por medio de RFLP
para tratar de identificar dos o mas cepas idénticas y, retrospectivamente determinar si
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constituyeron un brote epidémico nosocomial o comunitario no detectado por otros métedos,
0 si se traté de contaminacidn en el laboratorio.

Las dos primeras estrategias pueden tomar mucho tiempo o nunca suceder, por lo que
se consideraron poco factibles considerando el tiempo limitado para desarroliar el presente
trabajo, por lo que se optd por la tercera estrategia, que es la segunda mas utilizada con
buenos resultados.

Por lo tanto el disefio de este objetivo consté de 2 partes; la primera fue un disefio
transversal descriptivo para determinar la frecuencia de cepas de M. tuberculosis con
patrones idénticos de RFLP. En caso de no encontrar patrones idénticos de RFLP se dio por
terminado el objetivo.

En caso de identificar dos o mas cepas de M. tuberculosis con patrones idénticos de
RFLP se procedié a una segunda etapa denominada “rastrec epidemiolégico” que consistid
en el interrogatoric directo y/o la revision de la base de datos de ios pacientes con estas
cepas para determinar si se tratd de un brote epidémico nosocomial, comunitaric o
contaminacion del laboratorio.

Los pacientes con cepas idénticas que coincidieron por lo menos un mismo dia en el
hospital, ya sea en consulta externa u hospitalizacion, y habiendo descartado contaminacién
en el laboratorio, se consideraron como portadores de enfermedad iuberculosa de
adquisicion nosocomial y definio un probable brote epidémico nosocomiai.

Los pacientes con cepas idénticas que no coincidieron en el hospital y habiéndose
descartado contaminacion en ¢l iaboratorio, se consideraron portadores de TB de adguisicion
comunitaria y constituyeron un probable brote epidémico comunitario.

6.3.2. PARA LOS OBJETIVOS 2Y 3
Diseiio transversal descriptivo
6.3.3. PARA EL OBJETIVO 4.

Estudio de casos y controles

6:4. DISENO DE LA MUESTRA

6.4.1. POBLACION

La poblacidon actual de pacientes con infaccién por VIH que se atiende en el HI,-CMR
es de aproximadamente 800 y, anualmenie se diagnostican por cultivo 80 casos de TB, de
los cuales el 50% (40 casos) esta coinfectado con el VIH. Estas 40 cepas de M. tuberculosis
en pacientas con infeccion por VIH constituyeron la peblacién disponible (poblacion finita)
para la realizacion de los 3 primeros objetivos. Para el célculo del tamafio de muestra de
estos objetivos, se utilizaron porcentajes minimos y maximos obtenidos per otros autores en
trabajos con disefios similares al nuestro y publicados en la literatura nacional e
internacional. Los tamafnos de muestra para estos objetivos se ajustaron a esta poblacion
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finita, con lo que se mejora la factibilidad cuando ei tiempo y l0s recursos son limitados; sin
embargo, una desventaja es que se pierde validez externa. El calculo del tamarfio muestral
para los dos primeros objetivos, se realizd principalments para tener la certeza de que no se
incurria en un error tipo |, es decir, no encontrar lo que se busca por un tamano de muestra
insuficiente y no porque no exista dicho fenémeno. Para calcular el tamafio de muestra del
cuarto objetivo primero se realizd un estudio piloto con el objeto de determinar la prevalencia
del factor de riesgo en los casos y controles. En este caso no se ajusté el tamafo de muestra
y por tanto se conservd su validez externa.

6.4.2. TAMANO DE LA MUESTRA PARA EL OBJETIVO 1

En estudios previos con un disefo similar al que proponemos, el nimero de cepas
estudiadas exclusivamente de pacientes con infeccion por VIH ha variado de 16 a 74, y los
porcentajes en los que se encontrd cepas relacionadas o idénticas en estos estudios varié de
36.6 a 95.8% ¥4 |5 cual no significa que en todas las muestras que se estudien deben
existir brotes epidémicos, pues se debe considerar que la transmisidbn nosocomial es un
evento esporadico que puede ocurrir cuando se rompe una 6 mas de las normas
recomendadas para evitarlo, que puede involucrar unicamente a dos individuos y que puede
pasar desapercibido por falta de un estricto control epidemiolégico basado en el andlisis de
RFLP. A pesar de lo anterior, se calculé el tamaino de muestra considerandc una poblacion
de 40 cepas, una prevalencia esperada de 66.2% (promedio de 36.6 y 95.8% que son los
porcentajes minimo y maximo de cepas asociados a brotes nosccomiales en estudios con un
disefio similar al nuestro) un peor aceptable de 36.6%, un nivel de confianza de 95% vy
utilizando ei programa Epi Info version 6 se obtuvo un tamafio de muestra de 8 cepas, que se
obtuvieron con un muestrec no probabilistico de casos consecutivos de pacientes con
infeccién por VIH que se presentaron durante el periodo de estudio.

La férmula que utiliza el programa es la siguiente:

DxD 2z = percentil de la distribucidn estandar normal
determinado por el nivel de corfianza.
tgual a 1.96 para 95% de confianza
D = {a mitad de la amplitud del intervalo de confianza
calculado

S=zxz [P X 1-P:l donde S =tamafo de la muestra

Sin embargo, cuando la poblacién es finita se ajusta el tamafio de muestra con la siguiente
formula:

n= S donde n =tamafic de muestra ajustado
1+ S ]
I: poblacion

Estas formulas también se utilizaron para el calculo de los tamafios muestrales de los
objetivos 2y 3.
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6.4.3. TAMANO DE MUESTRA PARA EL OBJETIVO 2

Considerando una poblacién de 40 cepas con una prevalencia esperada de casos por
infeccion exdgena de 57%, que fue lo reportado por el Dr Allan y cols. '’ en una poblacion de
pacientes con infeccion por VIH en la Ciudad de Nueva York, un peor aceptabie de 10% *'°,
que es lo que sucede en la poblacion general de EU, con un intervalo de confianza de 95% y
utilizando et programa Epi Info versién 6 se obtuvo un tamario de muestra de 4 cepas. Para
el caso de reactivacion de infecciones antiguas, con base en la misma pablacién, una
prevalencia esperada de 90% *'°, un peor aceptable de 43% "' y un nivel de confianza de
95% se obtuvo un tamaiio de muestra de 2. Por lo tanto el tamario de muestra fue de por lo
menos 4 cepas.

6.4.3. TAMANO DE LA MUESTRA PARA EL OBJETIVO 3

Se tomd como referencia los resultados publicados por el Dr. Sifuentes y cois. 19
obtenidos en el INNSZ considerando que es un centro de referencia infectotdgico similar al
H!, CMR; sin embargo, estos resultados proceden practicamente de pacientes VIH negativos
(77 de 84 o 92%), por {0 que considerando algunas caracteristicas descritas en pacientes
con VIH/SIDA y TB como: mayor posibilidad de tratamientos antituberculosos empiricos,
mayor posibilidad de interrupcidn del mismo, uso de profilaxis con isoniacida, mayor numero
de internamientos y exposicion a pacientes con TB, mayor porcentaje de infeccion por cepas
resistentes en brotes nosocomiales y comunitarios, etc., supusimos_que los porcentajes de
resistencia primaria, secundaria y multirrésistencia son mayores en la poblacién VIH positiva.
Para el caso de multimesistencia se obtuvo el promedio entre lo reportado por el Dr.
Sifuentes y cols. en el INNSZ de 19% en poblacion VIH negativa y lo reportado por la Dra.
Ritacco y cols. * en Buenos Aires Argentina de 45% en pacientes con infeccidn por VIR,
obteniendo 32%, que es poco mas de 10% de lo que sucede en poblacidn sin VIH. Se estimd
que 10% mas de lo reportado por el Dr. Sifuentes era clinicamente razonable y fue lo que se
aplico para el cdlculo del tamafio de las muestras. No se utilizd directamente el porcentaje
reportado por la Dra. Ritacco y cols. en pacientes con infeccién por VIH pues, como ya se
comentd, procede de un brote epidémico causado por una cepa resistente, lo cual
incrementd el porcentaje, no constituye una prevalencia real de la multirresistencia en este
grupo de pacientes y hubiera disminuido importantemente el tamafio de muestra a 10 cepas.

INNSZ Porcentajes propuestos en
Poblacion 92% VIH negativa pacientes VIH positivos
Resistencia primarna 17% 27%
Resistencia secundaria 46% 56%

Multirresistencia 19% 29%



Tamafio de muestra para resistencia primaria

Considerando una la poblacion de 40 cepas, con una prevalencia esperada del factor
en estudio de 27%, un peor aceptable de 17%, un nivel de confianza del 95% y utilizando el
programa Epi Info versién 6, obtuvimos un tamafno de muestra de 26 cepas.

-Tamarto.de muestra-para-resistencia-secundaria —— — —— —_

Con base en una poblacidn de 40 cepas, una prevalencia esperada del factor en
estudio de 56%, un peor aceptable de 46%, un nivel de confianza de 95% y utilizando el
programa Epi Info version 6, se cbtuvo un tamario de muestra de 28 cepas.

Tamafio de muestra para multirresistencia

Con base en una poblacion de 40 cepas, una prevalencia esperada del factor en
estudio de 29%, un peor aceptable de 19%, un nivel de confianza de 95% y utifizando el
programa Epi Info versién 6, se obtuvo un tamafio de muestra de 27 cepas.

Tomando el mayor nimero de cepas obtenido, el tamafio de muestra para el objetivo 3
fue de 28 cepas; las cuales son una muestra muy seleccionada de la poblacion de pacientes
con infeccién por VIH del HI, CMR.

Si se hubiera utilizado la prevalencia de 45% reportada por la Dra. Ritacco nuestro
tamarfio de muestra hubiese sido de 10 y si et valor utilizado hubiera sido 32%, que es el
promedio de lo reportado por el Dr. Sifuentes y ia Dra. Ritacco, nuestro tamafio de muestra
hubiese sido 22. '

6.4.4. TAMANO DE MUESTRA PARA EL OBJETIVO 4

El tamarfio de muestra se calculd sobre la base del factor de riesgo que mas nos
interesa y que ademas es el mas importante para multiresistencia, que es el.antecedente de
tratamiento antituberculoso. Lo anterior debido a que una parte importante de nuestros
pacientes han padecido TB o son enviados por TB activa con falla at tratamiento. Para esto,
realizamos un estudio piloto con las primeras 15 cepas multirresistentes y las primeras 15
cepas no multirresistentes, para estimar ta prevalencia del factor de riesgo tanto en ios cascs
como en los controles. La prevalencia del factor de riesgo en controles fue de 26.6% (4/15) y
de 80% (12/15) en los casos. Con estos datos y considerando un nivel de confianza del 95%,
un peder de 80% y un control por cada caso se determinaron 16 casos y 16 controles. Por
otra parte, al utilizar ta razon de momios reportada por el Dr. Sifuentes de 893 y
manteniendo los demas parametros igual, obtuvimos 18 casos y 18 controles.



8.5. CRITERIOS DE SELECCION

6.5.1. PARA LOS OBJETIVOS 1y 2
CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes mayores de 16 afios de edad, de cualquier sexo con infeccion por VIH dei HI,
CMR

2. Diagnéstico micrebiologico de tuberculosis
3. Disponibilidad del cultivo para realizacién de RFLP y dendrogramas

CRITERIOS DE NO-INCLUSION

1. Negativa de participar en el estudio
2. Cultivos contaminados con otras bacterias u hongos que no pudieron ser purificados

CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Informacién epidemicldgica incompleta o RFLP no vaiorable
2. Contaminacion de laboratorio

Las muestras con RFLP idénticos por contaminacion en el laboratorio, se excluyeron del andlisis de
transmisién nosocomial pero no de la discusion de resultados generales.

3. Cuando eI patrén de RFLP de dos o0 mas cepas sean idénticos pero tengan 5 bandas c
menos.'

6.5.2. PARA EL OBJETIVO 3

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes mayores de 16 ailos de edad, de cualquier sexo éon infeccion por VIH del HI,
CMR

2. Diagnéstico microbiotdgico de tuberculosis

3. . Disponibilidad del cultivo para realizacion de sensibilidad a medicamentos

CRITERIOS DE NO-INCLUSION

1. Negativa de participar en el estudio
2. Cultivos contaminados con otras bacterias u hongos que no pudieron ser purifi cados

CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Informacion epidemiolégica o de sensibilidad a medicamentos incompleta o no valorable



6.5.3. PARA EL OBJETIVO 4

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes mayores de 16 arios de edad, de cuaiquier sexo con y sin infeccion por VIH del
HI, CMR

2. Diagnostico microbiologico de tuberculosis

3. Disponibilidad del cultivo para realizacion de sensibilidad a medicamentos

CRITERIOS DE NO-INCLUSION

1. Negativa de participar en ef estudio
2. Cultivos contaminados con ofras bacterias u hongos que no pudieron ser purificados

CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Informacién epidemiolégica o de sensibilidad a medicamentos incompleta o no valorable

6.6. LUGARES DONDE SE DESARROLLO EL ESTUDIO

Hospital de Infectologia, Centro Médico “La Raza”

Obtencidn de pacientes y cultivos de M. tuberculosis

Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de Investigacién Médica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias {UIMEIP). Segundo piso del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XX! - IMSS.

Determinacién de sensibilidad a medicamentos antituberculosos, realizacion de RFLPs y
dendrogramas

6.7. TIEMPO DEL ESTUDIO

Marzo de 1997 a Febrero de 1999



6.8. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se estudiaron las cepas de M. tuberculosis de pacientes con y sin infeccion por VIH
gue se atendieron en el HI, CMR. Una vez que hubo desarrollo en el medio de cultivo y antes
de tener los resuitados de sensibilidad y RFLP, se obtuvo la siguiente informacién a través de
interrogatorio directo y/o revision del expediente clinico del paciente correspondiente (Anexo
2). edad, género, antecedentes personales patologicos incluyendo infeccion por VIH,
linfocitos CD4 y etapa clinica, DM |l, alcoholismo, antecedente de TB, tratamiento,
medicamentos utilizados y duracién, fecha de citas en consulta externa en el HI, CMR, fecha
de internamientos, piso y numero de cama en donde fue internado, duracion del (los)
internamiento (s), fecha de diagndstico del cuadro actual de TB, localizacién y tiempo de
evolucion previo al diagnéstico, entre las principaies. Las variables necesarias para el
presente trabajo fueron agregadas a un cuestionario ya existente dandc como resultado el
formato que se presenta en el Anexo 2, el cual es la base para otros proyectos de
investigacion colaborativos.

Después de resembrar las muestras en medio de agar Middlebrook 7H12 e incubado
en atmésfera de CO2 al 5%, se identificd a M. tuberculosis con el sistema automatizado
BACTEC 480 mezclando una muestra del cultivo en crecimiento con NAP {p-nitro-alfa-
acetilamino-hidroxipropiofenona) que inhibe el crecimiento de las micobacterias que
pertenecen al complejo tuberculosis. Posteriormente se determind la sensibilidad a
isoniacida, rifampicina, estreptomicina y etambutol con el método radiométrico BACTEC 460,
utiizando el kit SIRE. Los antibiéticos se diluyen a concentraciones predeterminadas y se
agrega una muestra del cultivo. Se consideré como resistencia a uno o mas de los
medicamentos cuando el 1% o mas de |la poblacion de M. tuberculosis mostro crecimiento.
(Anexo 1)

A las cepas de M. tuberculosis de pacientes con infeccion por VIH ademas se les
determind su patrén genético por RFLP. Como ya se comenté y puede observase con detalle
en el Anexo 1, para la realizaciéon de ios RFLP inicialmente se exirajo el DNA de la
micobacteria, posteriormente se purificd y cuantificd. Para cada cepa de M. luberculosis se
utilizaron 100 ng de DNA que se diginé (cortd) con la enzima de restriccion PVU Il Los
productos obtenidos fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa y
posteriormente transferidos por capilaridad a una membrana de nylon. A esta membrana con
los fragmentos de DNA se le agregé una sonda marcada que se unié a los fragmentos de
DNA que contenian un segmento del elemento de insercion 6110; dichos fragmentos
pudieron ser observados por autorradiografia ya que la sonda tiene un marcador
quimiocluminiscente que revela una placa de rayos X convencional. Los patrones de bandas
obtenidos constituyeron los RFLPs, los cuales se realizaron por duplicado para comprobar su
reproducibilidad. Posteriormente se realizaron dendrogramas en ef programa Gel Manager
1.5 para determinar el indice de similitud entre las cepas y aquellas con indice de similitud de
100% {idénticas) se les investigo la posibilidad de contaminacion en el laboratorio,
transmision nosocomial o transmision comunitaria. A las cepas de pacientes con VIH se les
determind porcentajes de resistencia primaria, secundaria y multimesistencia y a todas las
cepas (de pacientes con y sin VIH) la fuerza de asociacion entre multiresistencia y
antecedente de tratamiento antituberculoso, y de forma exploratoria con DM |, alcoholismo e
infeccion por VIH.



6.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para los objetivos 1 y 2 se realizaron dendrogramas e indice de similitud con el programa Gel
Manager, Biosystematica, Reino Unido, Londres ** para Windows 95 y se obtuvieron ios
porcentajes de cepas que resultaron estar o no relacionadas.

Para el objetivo 3 se determinaron porcentajes de resistencia.

Para los objetivos 2 y 3 se realizé ademas Bondad de Ajuste para comparar los resultados
del presente trabajo con lo reportadc por otros autores.

Para el objetivo 4 se utilizé Chi® con correccién de Yates para la comparacion de
proporciones independientes considerande que las proporciones esperadas fuercn mayores
de 5%. La fuerza de gsociacion entre ef factor de riesgo y multirresistencia se determind con
razon de momios e intervalos de confianza de 95%. Se realizd un analisis estratificado con
Chi? de Mantel-Haenzel entre multirresistencia y tratamiento previo, ajustandose por DM I,
alcoholismo e infeccion por VIH. Para determinar la influencia del conjunto de factores de
riesgo sobre la multirresistencia se realizd un analisis multivariado a través del modelo
“backward” (qmtando variables) de regresion logistica.

El estadistico Chi* de Mantel-Haenzel se realizé en el programa Stata 4.0, la Chi®
correccion de Yates y razan de momios con intervalos de confianza de $5% con el programa
Epi-Info 6 y la regresion logistica con el programa SPSS 8.0

7. FACTIBILIDAD

MUESTRAS: Debido a que ei HI, CMR es un centro de referencia infectoldgico dentro del
IMSS, la prevalencia de casos con infeccidon por VIH y/o TB es elevada.
Ademas, los tamafios de muestra se ajustaron a una poblacidon muestral
conocida.

INFRAESTRUCTURA: Los culitivos, identificacion de la micobacterna, ia determinacion de
sensibilidad a drogas antituberculosas y RFLPs se realizaron con el
equipo de |aboratorio y computo con que cuentan el HI, CMR vy 1a
UIMEIP, CMN Sigio XXI.

HUMANOS: Tanto en el HI, CMR como en la UIMEIP existe personal de base con amplia
experiencia responsable de las secciones de micobacterias donde
rutinariamente se cultivan, identifican y se determina sy sensibilidad a
medicamentos antituberculosos. El Dr. José Juan Terrazas Estrada se encargo
de recabar la informacion clinica - epidemiolégica necesaria y de realizar los
RFLPs y dendrogramas.

INSUMOS: Se trabajé con los recursos propios de cada uno de los centros de trabajo; sin
embargo, se solicitd y se consiguid apoyo financiero del IMSS por
$100,000/MN, que se ocupd en la compra de insumas.



6.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para los objetivos 1 y 2 se realizaron dendrogramas e indice de similitud con el programa Gel
Manager, Biosystematica, Reino Unido, Londres > para Windows 95 y se obtuvieron los
porcentajes de cepas que resultaron estar o no relacionadas.

Para al objetivo 3 se determinaron porcentajes de resistencia.

Para los objetives 2 y 3 se realizé ademas Bondad de Ajuste para comparar los resultados
del presente trabajo con lo reportado por otros autores.

Para el objetivo 4 se utilizd Chi® con correcciéon de Yates para la comparacion de
proporciones independientes considerando que las proporciones esperadas fueron mayores
de 5%. La fuerza de asociacion entre el factor de riesgo y multiresistencia se determind con
razén de momios e intervalos de confianza de 95%. Se realizé un analisis estratificado con
Chi? de Mantel-Haenzel entre multirresistencia y tratamiento previo, ajustandose por DM |,
alcoholismo e infeccion por VIH. Para determinar la influencia del conjunto de factores de
riesgo sobre la multirresistencia se realizd un analisis multivariado a fravés del modelo
‘backward” (qultando variables) de regresion logistica.

El estadistico Chi? de Mantel-Haenzet se realizé en el programa Stata 4.0, la Chi®
correccién de Yates y razén de momios con intervalos de confianza de 95% con el programa
Epi-info 6 y la regresion logistica ¢con ei programa SPSS 8.0

7. FACTIBILIDAD

MUESTRAS: Debido a que el HI, CMR es un centra de referencia infectolégico dentro del
IMSS, !a prevalencia de casos con infeccién por VIH ylo TB es elevada.
Ademas, los tamafios de muestra se ajustaron a una poblacidn muestral
conocida.

INFRAESTRUCTURA: Los cuitivos, identificacion de la micobacteria, la determinacion de
sensibilidad a drogas antituberculosas y RFLPs se realizaron con el
equipo de laboratorio y cémputo con que cuentan e HI, CMR vy la
UIMEIP, CMN Siglo XXI.

HUMANOS: Tanto en el Hi, CMR como en la UIMEIP existe personal de base con amplia
experiencia responsable de las secciones de micobacterias donde
rutinariamente se cultivan, identifican y se determina su sensibilidad a
medicamentos antituberculosos. El Dr. José Juan Terrazas Estrada se encargo
de recabar la informacién clinica - epidemiolégica necesaria y de realizar los
RFLPs y dendrogramas.

INSUMOS: Se trabajé con los recursos propios de cada uno de los ceniros de trabajo; sin
embargo, se solicité y se consiguid apoyo financiero del IMSS por
$100,000/MN, que se ocupd en la compra de insumos.
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8. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto fue sometido al comité cientifico y de ética del Hl, CMR y fue
aprobado. Ademas, posterior a una explicacion amplia y suficiente se obtuvo el
consentimiento por escrito de cada uno de los pacientes, garantizando absoluta
confidencialidad en al manejo de la informacion proporcionada y de los resultados obtenidos
{Anexo 3).

9. CRONOGRAMA DE TRABAJO

Tiempo limite para el desarmrollo del trabajo: 1 de Marzo de 1997 al 28 de Febrero de 1999
Sancién por el Comité Local de Investigacion y Etica del Hl, CMR: Enero - Febrero de 1997.
Captacion de pacientes y cultivos: 1 Marzo de 1997 a Junio de 1998

Llenado de formatos de captacién: Junio de 1997 - Enerc de 1999.

Determinacién de sensibilidad a drogas y analisis del genoma de M. luberculosis por RFLP:
Julio de 1997 — Enero de 15999

Analisis de |a informacion: Diciembre de 1998 — Enero de 1999,

Manuscrito de Resultados: Enero ~ Febrero de 1999.

Presentacién de manuscrito final para obtener el grado de maestro en ciencias; Marzo -
Diciembre de 1999.
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8. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto fue sometido al comité cientifico y de ética del HI, CMR y fue
aprobado. Ademas, posterior a una explicacién amplia y suficiente se obtuvo el
consentimiento por escritc de cada uno de los pacientes, garantizando absoluta
confidencialidad en el manejo de la informacién proporcionada y de ios resultados obtenidos
{Anexo 3).

9. CRONOGRAMA DE TRABAJO

Tiempo limite para el desarrollo del trabajo: 1 de Marzo de 1957 al 28 de Febrero de 1599
Sancion por el Comité Local de Investigacion y Etica del HI, CMR: Enero - Febrero de 1947,
Captacion de pacientes y cultivos: 1 Marzo de 1997 a Junio de 1998

Llenado de formatos de captacion: Junio de 1997 - Enero de 1999,

Determinacién de sensibilidad a drogas y analisis del genoma de M. tuberculosis por RFLP:
Julio de 1997 — Enero de 1999

Analisis de |la informacién: Diciembre de 1998 — Enero de 1999,

Manuscrito de Resultados: Enero — Febrero de 1999,

Presentacion de manuscrito final para obtener el grado de maestro en ciencias: Marzo -
Diciembre de 1959.



10. RESULTADOS

OBJETIVO 1Y 2
Determinar la existencia de TB nosccomial y el porcentaje de casos por reactivacion e infeccién
exogena reciente en una muestra de pacientes con infeccion por VIH del Hi, CMR.

De las 31 cepas de M. tuberculosis obtenidas de pacientes con infeccién por VIH, en
15 se reaiizaron RFLP. En las restantes no se pudieron realizar fos RFLPs por imposibilidad
de recultivar a la micobacteria para extraccion del DNA, por obtencion de DNA de mala
calidad (degradado) o insuficients. Sin embargo, el ndmero de RFLPs realizados fue casi el
doble del tamafio de muestra calculado.

Los dendrogramas de estos 15 RFLP no demostraron cepas con patrones idénticos
entre si, que pudieran relacionarse a un brote epidémico nosocomial, pero si dos grupos de
cepas con un indice de similitud superior al 80% (cepas relacionadas), el primer grupo
comprendid 2 cepas (cepas numero 545 y 490) y el segundo 3 (cepas 531, 539y 517)(Figura
4). Los pacientes del primer grupo fuercn pacientes masculinos de 37 y 34 anos de edad,
ambos con infeccion por VIH en etapa avanzada, con TB pulmonar cuyas cepas de M.
tuberculosis presentaron el mismo patrén de sensibiidad a los 4 antituberculosos
(pansensibles) y compartieron 10 bandas del patrdn de RFLP. No existié contacto entre ellos
previo al diagnéstico de TB dentro del hospitat y dado que la cepa 545 se procesd 7 mases
después que la 490, se descarté la posibilidad de contaminacion en el laboratorio, por lo
tanto, se considerd que estos dos pacientes presentaron TB por infeccion exégena de una
cepa que se transmitid recientemente en la comunidad. El paciente con la cepa 490 era
residente de Naucalpan, Estado de México, tenia educacién profesional y adquirid [a
infeccion por VIH por via heterosexual. E| paciente con la cepa 545 vivia en Ciudad
Nezahualcoyotl, Estado de México, era hojalatero y también adquirio la infeccion por VIH por
via heterosexual. .

Los pacientes del segundo grupo fueron dos hombres y una mujer de 29, 35 y 38 afos
de edad respectivamente. El pimer hombre y la mujer tenian infeccién por VIH avanzada
(menos de 200 linfocitos CD4) y el segundo hombre tenia linfocitos CD4 normales. Uno de
los paciente presentd TB ganglionar, el otro TB pleuropulmonar y pericardica y la paciente TB
pulmonar. Las 3 cepas de M. tuberculosis presentaron el mismo patrén de sensibilidad a los
4 antibiéticos (pansensibles) pero ninguno de los tres pacientes estuvo en contacto con los
otros dentro del hospital antes de enfermar de TB y tampoco existio la posibilidad de
contaminacion en el laboratorio debido a que (as muestras se procesaron con 2 meses de
diferencia entre cada una de ellas durante 1998, por lo que, al igual que los pacientes del
grupo anterior, se considerd que estos 3 pacientes presentaron TB por infeccion exégena
con una cepa que se transmitié recientemente en la comunidad. El paciente con la cepa 517
residia en lztapalapa, D.F., era vendedor y homosexual, el paciente con la cepa 531 era
residente de Ecatepec, Estado de México, laboraba como chofer y adquirid el VIH por via
heterosexual, por Ultimo, la paciente con la cepa 539 era residente de Texcoco, Estado de
México, era empleada doméstica y se infectd con el VIH por via heterosexual

La Fig. 4 representa el dendrograma de las 15 cepas aisladas de pacientes con VIH
donde puede observarse que el indice de similitud entre las cepas del grupo 1 y 2 es de
aproximadamente 85%.
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En las figuras 5 y 6 se observan los RFLPs de las dos cepas del grupo 1 y los 3 de las
cepas del grupo 2 respectivamente. Las cepas de los otros 10 pacientes presentaron
patrones de RFLP Unicos o diferentes entre si con un indice de similitud menor de 80%
{cepas no relacionadas), por lo que es probable es que se tratd de casos de TB por
reactivacion de infecciones antiguas (Figura 4y 7).
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Fig. 4. Dendrograma de 15 cepas de M. tubercuiosis de pacientes con VIH/SIDA, en el que se observan
dos “cluslers” o grupos de cepas relacionadas con un indice de similitud superior al 80%. En esta muestra no se
detectaron cepas idénticas.
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Fig. 5. Patrones de bandas por RFLP de las dos cepas relacionadas del grupo 1. Notese
como los patrones de RFLP comparten 9 bandas y difieren en 4. Su indice de similitud fue de
85%.

Fig. 6. Patrones de RFLP de !as tres cepas relacionadas del grupo 2. La comparacin visual entre tres o
mds patrones de RFLPs puede ser dificil. La alineacidn de estos tres patrones de RFLP son inexactos
debido a que los RFLPs proceden de diferentes geles y fueron unidos artificialmente para efectos de
su presentacion en esta fioura: sin embarao. las flechas indican las bandas oue comparten.

531 517




Fig. 7. RFLPs de 10 cepas de M. tuberculosis no relacionadas (RFLP diferentes) de pacientes
con infeccién por VIH. Obsérvese como el numero de bandas y sus posiciones varia
significativamente entre los patrones, es decir, 1a relacion entre eflas no existe o es muy pobre. En caso
de que dos o mas patrones de RFLP con menos de 5 bandas fueran idénticos hubieran sido eliminados
dal analisis
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Por otra parte, se compararon los RFLPs de las 15 cepas de pacientes con infeccion
por VIH con 60 RFLPs de pacientes VIH negativos, encontrando que el RFLP de la paciente
del grupo 2 (cepa 539) descrito previamente es idéntico a fos de dos pacientes ViH negativos
{cepas 428 y 421).

De los tres, al primero que se le diagnostico TB fue al paciente con la cepa 421
{Octubre del 97), seguido de la paciente con la cepa 428 (Enero del 98) y por ultimo ia
paciente con infeccién por VIH {(Noviembre del 98). Debido a |a diferencia temporal en que se
procesaron las muestras se descarté la posibilidad de contaminacioén en el laboraterio y
posterior a la revision de los expedientes clinicos tampoco se pudo documentar contacto
hospitalario entre los pacientes; por tal motivo es muy probabie que se trate de un brote
epidémico de origen comunitaric (Figura 8 y 9). El paciente con la cepa 421 era un hombre
de 44 afios con domicilio en Ecatepec, Estado de México, de ccupacidn mecanico, tenia
educacién primaria, vivia en hacinamiento y tenia combe positivo, era alcohdlice y tenia DM
Il, presenté TB pulmonar cavitada con baciloscopia positiva y al momento dei diagnéstico
tenia 60 dias de evolucién. La paciente con la cepa 428 era una mujer de 32 afios, residente
de Atotonilco el Grande, Hidalgo, con educacion primaria, dedicada a las laberas del hogar,
vivia en hacinamiento, tenia combe positivo, no tenia antecedentes personales patolégicos,
se le diagnostico TB pulmonar y el tiempo de evolucidn previo al diagnastico fue de 365 dias,
su baciloscopia fue positiva (++). Por ultimo, la paciente con la cepa 539, era la paciente con
infeccion por VIH de 38 afios de edad, con domicilio en Texcoco, Estado de México, tenia
educacion primaria, laboraba como empleada doméstica, vivia en hacinamiento, tenia combe
negativo y 30 dias de evolucién cuande se le diagndstico TB miliar con baciloscopia positiva
(+). : .

En el andlisis de los RFLPs de cepas procedentes de pacientes con y sin infeccion por

VIH, se identificaron otros tres pares de cepas con patrones de RFLPs idénticos. Uno
correspondid a contaminacién de DNA en la UIMEIP {cepas 36 y 39), otro {cepas 9 y 10)
involucrd a otro paciente con infeccion por VIH, sin embargo se eliminé del analisis debido a
qgue no se focalizo el expediente del paciente con VIH, pero se confirmo que no se debid a
contaminacion en el laboratorio; el Ultimo grupo también se elimind por tener menos de 5
bandas (cepas 173 y 446} (Figura 9).
En los 75 RFLPs realizados, en general se encontraron 16 grupos, 37 cepas en total, con
80% o mas de similitud (eliminande los casos por contaminacién en e laboratorio y con
menos de 5 bandas), es decir 49% de las cepas analizadas, muy probablemente se debieron
a infecciones exégenas recientes y las restantes 51%, probablemente a reactivacion de
infecciones antiguas.




Fig. 8. Tres cepas involucradas en un brote epidémico comunitario
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Los tres RFLPs (cepas) son idénticos. El
RFLP de la cepa 428 presento una banda
extra, sefalada con una flecha, vy
multiples bandas extras muy tenues que
se debieron a hibridaciones inespecificas
y por tanto no se consideraron para el
analisis de similitud. La cepa 539
pertenecid a una paciente con infeccion
por VIH. Debido a que este uitimo RFLP
pertenece a otre gel, al ajustar las
imagenes para efecto de su presentacion
en la figura, la alineacidn de las bandas
€s inexacta.
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Fig. 9. Dendrograma de 75 cepas de M. tuberculosis de pacientes con y gin infeccion por VIH. Se observan 37 cepas
en 16 grupos (seflalados con nimeros arabigos) con més de 80% de similitud, probablemente debidas a infeccion exégena
reciente. Se observan también cuatro grupos de cepas que cumplen el criterio de “cepas idénticas®. Ei primero esta formado
por las cepas 9 y 10, de las cuales la primera correspondid a un paciente con infeccidn por ViH. El origen de este grupo no
pudo establecerse por fafta de informacién epidemicidgica. £l segundo grupe esté constituide por las cepas 36 y 39 y fueron
idénticas por contaminacién de DNA en la UIMEIP. El tercer grupo con ias cepas 539, 428 y 421 correspondié a un probable
brote epidémico comunitario. La cepa 539 camesponde a un paciente con infeccién por VIH. El (ftimo grupe formado por las
cepas 173 y 446 fue eliminado del analisis por tener menos de 5 bandas.



OBJETIVO 3

Frecuencia de resistencia primaria, secundaria y muitirresistencia en pacientes con infeccién por VIH

Se estudiaron 31 cepas de 31 pacientes con infeccién por VIH, 26 fueron hombres
(83.8%} y 5 mujeres (16.1%) con una mediana de edad de 37 afos (24-60 afos), promedio
de finfocitos CD4 de 124.8 célfmm?® (7-775) y 89.6% (26/29) de los pacientes se encontraban
en etapa avanzada o SIDA (etapa clinica C3). Tres de los pacientes (9.6%) presentaron TB
ganglionar, dos (6.4%) TB diseminada y los restantes 26 (83.8%) TB puimonar.

Diez cepas fueron resistentes por io menos a un medicamento (tasa de resistencia
global 32.2%). De los 31 pacientes 6 habian padecido TB y habian recibido tratarmiento, de
estos, dos tenian cepas resistentes por Io menos a un medicamento, por lo que la resistencia
secundaria fue de 33.3%. De los 25 pacientes que no tenian antecedente de haber recibido
tratamientc antituberculoso 8 presentaron cepas resistentes, por lo que la resistencia
primaria fue de 32%. Dos de las 31 cepas fueron multirresistentes (6.4%).

Tabla 1. Frecuencia de resistencia primaria, secundaria y multirresistencia de 31 cepas
de M. tuberculosis de pacientes con infeccién por VIH

TiPO DE RESISTENCIA NUMERO DE CEPAS PORCENTAJE
Resistencia General 10/ 322
Resistencia Primaria 8/25 32
Resistencia Secundaria 216 33.3
Muttirresistencia 2131 6.4

OBJETIVO 4
Factores de riesgo para mutltirresistencia

Se estudiaron 118 cepas procedentes de! mismo numero de pacientes, de las cuales
33 fueron casos y 85 controles.

En el andlisis bivanado la fuerza de asociacién entre multirresistencia y antecedente
de tratamiento tuvo una razdn de momios (RM) de 14.77 (IC 95% 5.1 - 44.1, p <0.05). De los
tres factores que se evaluaron expioratcriamente, sélo la DMII alcanzé una RM mayor a 2 (IC
95% 0.9 — 5.6), pero en el intervalo de confianza esta incluido el 1 y por tanto el valor de p no
fue significativo. La RM para alcoholismo fue de 1 (IC 95% 0.3 — 2.9) vy la de infeccidn por
VIH inferior a 1 (IC 95% 0.02 — 0.59) con un valor de p < 0.05. ‘

Por otra parte, al realizar el analisis estratificado y ajustar la RM que s& obtuvo entre
antecedente de tratamiento y multiresistencia con cada una de las otras tres variables (DM
I, alcoholismo e infeccion por VIH), se observd que DM |l e infeccién por VIH fueron
variables confusoras; es decir, modificaron la RM de manera significativa, en ambos casos
disminuyéndola. Dicho de otra forma, la fuerza de asociacion entre tratamiento previo y
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multirresistencia disminuy6 significativamente si el paciente era ademas diabético o tenia
infeccidn por VIH. {(Tabia No. 3)

Sin embargo, en el analisis multivariado a través de un modelo de regresion logistica,
sélo el antecedente de tratamiento persistid estar significativamente asociado a
multirresistencia, con una RM de 12.28 (IC 95% 4.45 — 33.93). La RM de DM |l disminuyé a
1.23 ¥ la de aicoholisme a menos de 1, sin embargo, en el caso del alcohalismo no se pudo
concluir que sea factor protector contra resistencia pues el intervalo de confianza incluyo al 1;
por otra parte la RM de infeccion por VIH, aungue persistid por debajo de 1, aumentd casi e!
doble, de 0.12 a 0.22 y su intervalo de confianza también incluyd al 1, por jo que tampoco se
puda concluir que fuera factor protector contra muitirresistencia. (Tabla No. 3)

Tabla 2. Andlisis bivariado entre multirresistencia y 4 diferentes probables factores de

riesgo

FACTOR DE RIESGO |MULTIRRESISTENCIA |RM* |ICgs chi® p
S| NO

Alcohclismo Sl 8/20 104 |036-291 (003 0.87
NO 25/65

DM I S 15/23 225 |09-563 2.89 0.08
NO 18/62

Infeccién por VIH | Sl 2/29 0.12 |0.02-0.59 1827 <005
NO 31/56

Tratamiento previo | S 24/13 147 |511 -44.19 (3381 <005
‘ No 9/72

*  Razén de Momics
** Chi® con comeccion de Yates

Tabla 3. Analisis estratificado entre multirresistencia y tratamiento previo, ajustado por
DM I, alcoholismo e infeccion por VIH.

FUERZA DE ASOCIACION E IC 95% PRUEBA DE VARIABLE
HOMOGENEIDAD CONFUSORA

RM cruda 147  (511-4419) -— -
RM ajustada por DMH {13.07 (4.9 -34.3) 0.1 Sl
RM  ajustada  poriys .8 (505_349) 0.09 NO
alcoholismo

RM  ajustada por _

infeccién por VIH 1271 (471 -3427) 013 Sl
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Tabla 4. Anjlisis multivariado a través del modelo “backward” (quitando variables) de
regresion logistica '

VARIABLES OR IC 95% p
Tratamiento previo 12.28 4.45 -33.93 < 0.05
DM I 1.23 0.42 - 362 0.69
Alcoholismo 0.61 0.18-1.98 0.41
Infeccién por VIH 0.22 0.04-1.19 0.07

11. DISCUSION

La TB es un problema de salud pdblica mundial ' que presenta mdiltiples aspectos, de
los cuzles su asociacion con el VIH, la apancion de cepas multirresistentes y su transmision
nosocomial, sobresalen por el impacto que han tenido sobre la mortalidad y el control de la
enfermedad. A pesar de fa magnitud del problema en nuestro pais, donde se diagnestican 47
casos nuevos y mueren 11 personas diariamente ®, |a informacién publicada en los Gitimos
afios con relacién a transmision nosocomial, resistencia a tos antibidticos y factores de riesgo
es escasa o nula. De igual forma, tampoco existen publicaciones nacionales donde se haya
utilizado el analisis del polimerfismo de fragmentos de restriccion o RFLP (utilizado desde el
inicio de la década y actuaimente el estdndar de oro a nivel intemacional para el estudio
epidemioldgico de la TB) ' %8493 que ayuden al mejor entendimiento de los mecanismos de
transmision de la TB y a su control. En paises no desarrollados donde la incidencia de TB es
mayor, se han identificado y sugerido tres principales areas de investigacion para el uso del
RFLE: transmision comunitaria, transmision nosccomial y TB relacionada a infeccion por
ViH.

El HI, CMR por ser un centro de referencia infectologico dentro del IMSS, tiene una
elevada prevalencia de infeccion por VIH y TB. A pesar de lo anterior, se desconocen
aspectos fundamentales comec la frecuencia de resistencia de M. tuberculosis a
antituberculosos primarios y factores de riesgo asociados a resistencia; ademas, debido a la
falta de un programa para el control de la TB, se desconoce también si existen casos de TB
transmitida intrahospitalariamente. Considerando que estos aspectos basicos son algunos de
los mas importantes en la toma de decisiones para el control de la enfermedad, se realizd el
presente trabajo con el objetivo final de determinar algunas de las caracteristicas y
necesidades especificas del HI, CMR, que puedan ser Utiles en la elaboracién de un
programa de control de la TB. Es decir, la aplicabilidad de estos resultados es local, con una
limitada validez externa, considerando que las muestras de los tres primeros objetivos
fueron muy seleccionadas.
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Tabla 4. Analisis muitivariado a través del modelo “backward” (quitando variables) de
regresién logistica |

VARIABLES OR IC 95% p
Tratamiento previo 12.28 4.45 - 33.93 < 0.05
DM I 1.23 0.42 -382 0.69
Alcoholismo 0.61 0.18-198 0.41
| Infeccién por VIH 0.22 0.04-1.19 0.07
11. DISCUSION

La TB es un probiema de salud publica mundial ' que presenta maltiples aspectos, de
los cuales su asociacién con el VIH, 1a apancién de cepas multimesistentes y su transmision
nosocomial, sobresalen por el impacto que han tenido sobre fa mortalidad y el control de la
enfermedad. A pesar de !a magnitud del problema en nuestro pais, donde se diagnostican 47
casos nuevos y mueren 11 personas diariamente &, la informacion publicada en los Gltimos
afos con relacién a transmision nosocomial, resistencia a los antibidticos y factores de riesgo
es escasa o nula. De igual forma, tampoco existen publicaciones nacionales donde se haya
utitizado el analisis del polimorfismo de fragmentos de restriccion o RFLP (utilizado desde el
inicio de la década y actualmente el estandar de oro a nivel internacional para el estudio
epidemiologico de la TB) " 48498 que ayuden al mejor entendimiento de los mecanismos de
transmisién de la TB y a su control. En paises no desarrollados donde la incidencia de TB es
mayor, se han identificado y sugerido tres principales areas de investigacion para el uso del
RFLSPO: transmisién comunitaria, transmisidon nosocomial y TB refacionada a infeccién por
VIH.

Ei HI, CMR por ser un centro de referencia infectoiégico dentro del IMSS, tiene una
elevada prevalencia de infeccién por VIH y TB. A pesar de lo anterior, se desconocen
aspectos fundamentales como la frecuencia de resistencia de M luberculosis a
antituberculosos primarios y factores de riesgo asociados a resistencia; ademas, debido a la
falta de un programa para el control de la TB, se desconoce también si existen cascs de TB
transmitida intrahospitalariamente. Considerando que estos aspectos basicos son algunos de
los mas importantes en la toma de decisiones para el control de la enfermedad, se realizo el
presente trabajo con el objetivo final de determinar algunas de las caracteristicas y
necesidades especificas del Hi, CMR, que puedan ser Ltiles en la elaboracién de un
programa de control de la TB. Es decir, la aplicabilidad de estos resultados es local, con una
limitada validez extemna, considerando que las muestras de los tres primeros objetivos
fueron muy seleccionadas.
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El andlisis por RFLP de 15 cepas de M. fuberculosis de pacientes con infeccidn por
VIH no demostrd {a presencia de algun brote epidémico nosocomial, pero si la presencia de
dos grupos de cepas, 5 en total, con patrones de RFLP relacionados que indican muy
probablemente casos de infeccidén exdgena por cepas que se han diseminado recientemente
en la poblacién. Las 10 cepas restantes, debido a sus patrones de RFLP no relacionados,
unicos o diferentes, probablemente comrespondan a casos de TB por reactivacién de
infecciones antiguas. Es decir, 33.3% de los casos estudiados probablemente se debieron a
reinfecciones exogenas y 66.6% a reactivacion de infecciones latentes. Al comparar nuestros
resultados con los datos obtenidos por el Dr. Alland y cols. ' en Nueva York, quien utilizé ia
misma técnica de RFLP, en un grupo de pacientes con infeccién por VIH y TB, encontré que
el 57% fueron debidos a reinfecciones exogenas y 43% a reactivacién de infecciones
antiguas, no hubo diferencia significativa segun se puede observar en la siguiente tabla.

PROBABLE ORIGEN HI, CMR Nueva York ' Chi* D
Infeccién exégena 515 333% 57 % 1.21 0.27
Reactivacién infeccién antigua [10/15  66.6 % 43 %

* Bondad de Ajuste

Para el grupo total de cepas, de pacientes con y sin infeccion por VIH, et porcentaje de
casos debidos a probable irfeccidn exdgena reciente se incrementd a 49% vy los casos
debidos probablemente a reactivacion de infecciones antiguas disminuyé a 51%. Es decir,
aproximadamente [a mitad de los casos de TB atendidos en el Hl, CMR, se deben
probablemente a infecciones exégenas recientes, lo cual refleja una elevada transmision de -
la enfermedad y deficiencias en el programa de tratamiento de casos y estudio de contactos
en niveles primarios y secundarios del IMSS. Lo anterior sugiere, que los programas de
control de la TB, por lo menos en los hospitales afluentes del HI, CMR, deben enfocarse a la
identificacion de grupos con alto riesgo de transmision, a la deteccién temprana de casos y a
su tratamiento hasta la curacion para cortar la cadena de transmisién de la enfermedad. En
el caso de poblaciones con TB por reactivacidn de infecciones antiguas, serd necesario
implementar programas de deteccion con PPD y aplicacion de tratamientos profilacticos.

En este punto es importante recordar que como el RFLP se aplica a grupos de cepas,
los resultados y conclusiones obtenidas dependen del contexto epidemioldgico de ese grupo
de cepas en particular; por ejemplo, en el caso de las cepas con RFLPs Unicos o diferentes
concluimos que, “probablemente” se trate de casos por reactivacion de infecciones antiguas,
ya que podria suceder que aliguna(s) de estas cepas sea(n) parte de algin grupo de casos
por infeccién exdgena reciente o incluso parte de algun brote epidémico no detectado en el
presente trabajo. Esta incertidumbre siempre va a existir, independientemente del tamafno de
muestra; sin embargo, debido a que generalmente los principales objetivos de este tipo de
estudios pretenden determinar la presencia de un brote epidémico y rastrear su origen, y/o fa
deteccion de grupos de cepas transmitidas recientemente, donde radica el poder de ia
técnica, el efecto de esta incertidumbre sobre los resultados o toma de decisiones
consideramos que no es significativo.

Con este tipo de informacién, los programas locales para el control de la enfaermedad
seran mas eficientes, considerando que estan elaborados con base en las caracteristicas y
necesidades particulares de cada comunidad.
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Por ofra parte, también fue posible evidenciar la probabilidad de un brote epidémico
comunitario que no se habia sospechado y que involucrd 3 pacientes de los cuales uno tenia
infeccion por VIH. Cuando dos o mas cepas son idénticas por RFLP existen dos
posibilidades: ta primera, que sean idénticas debidas al azar; sin embargo, esta posibilidad
es del orden de 1 en 1 millan ©'5233) motivo por el cual esta posibilidad es muy remota; la
segunda explicacién es que estas cepas idénticas realmente sean la misma cepa, lo cual a
su vez tiene dos posibilidades: primero, que las muestras clinicas (expectoraciones, cultivos
o DNA) se hayan contaminado {lo cual fue descartado) o que los pacientes involucrados se
hayan infectados entre si, ya sea en el ambito hospitalario (lo que también se descarté) o en
su comunidad. Por lo anterior pensamos que estas 3 cepas idénticas muy probablemente
son parte de un brote epidémico comunitario, sin embargo, se debe esperar la conclusién del
trabajo de campo para confirmario.

Se tiene informacién epidemiclégica parcial de estos tres pacientes; sin embargo,
dado que no fue uno de los objetivos del presente trabajo, estd pendiente el trabajo de
campo con visitas domiciliarias para interrogar directamente a los pacientes y familiares con
el objeto de identificar otros enfermos involucrados, intentar determinar los factores que
facilitaron la transmision de la micobacteria entre los mismos, rastrear el corigen del brote
epidémico y detectar los contactos para su estudio y manejo. Los objetivos de esta segunda
etapa, una vez detectado el brote epidémico, serian basicamente dos: el primero, tratar
oportuna y adecuadamente a los involucrados para curar a los enfermos, evitar que otros
enfermen y asi romper la cadena de transmision, y segundo, conocer los factores que
facilitaron la transmision de la enfermedad para que, al incidir sobre estos, evitar que otros
brotes sucedan. A méas largo plazo, con la experiencia y conocimientos generados por este
tipo de trabajos, se podra mejorar el controt de la enfermedad, al desarrcllar programas con
base en las necesidades particulares de cada comunidad.

Con base en lo anterior, el RFLP mostré su utilidad en el estudio epidemicitgica de la
T8 al diferenciar principalmente casos de infeccién exdégena y al detectar un probable brote
epidémico comunitario, que de otra forma hubiese pasado desapercibidoc. Como ya se -
comentd, una vez detectado el brote, es pasible rastrear y locatizar el aorigen del mismo,
reconocer 10s factores que lo favorecieron y posteriormente nmplementar medidas que eviten
la aparicion de nuévos brotes.

De las cepas disponibles de pacientes con VIH, en 16 no se pudieron realizar los
RFLPs; en algunos casos por la imposibilidad de recultivar a la micobacteria para extraccion
de DNA, y en otros, por obtencion de DNA de mala calidad (degradado) o insuficiente. La
mayor parte de tas pérdidas sucedieron durante el proceso de aprendizaje y estandarizacion
de la técnica. También se debe recordar que la técnica exige grandes cantidades de DNA de
buena calidad y que es necesano hacer todos los RFLPs por duplicado. Por otra parte, para
comprobar nuestra hipétesis se necesitaban por lo menos 8 cepas, y por tanto no era
necesario analizar las 31 cepas estudiadas en otro objetivo. E! aumentar el tamafio de
muestra podria aumentar la posibilidad de encontrar casos de TB nosocomial, sin embargo,
como la aparicién de brotes epidémicos depende en mayor medida de factores propios del
paciente, de los comtactos y principalmente de factores ambientales, es la vigilancia
epidemioldgica estricta y continua, la que permite detectar mas eficientemente este tipo de
brotes epidémicos.

En una revision bibliografica de Ia literatura nacional, que comprendié de 1992 a 1998
se localizaron 73 trabajos relacionados a TB pero ninguno donde se utitizara el RFLP, por lo



que nuestros resultados constituyen el primer trabajo al respecto en el ambito nacional y
hasta donde sabemos, el cuarto en América Latina. s 4%

En dicha revision, ademas se encontrd que sélo 3 trabajos estudiarcn la resistencia de
M. tuberculosis, y de estos, solo el del Dr. Sifuentes del INNSZ hace referencia a 6 pacientes
con infeccién por VIH, de los cuales dos tenian cepas resistentes.'® Por tanto, nuestro trabajo
es el primer estudio de prevalencia de resistencia primaria, secundaria y multirresistencia en
pacientes con infeccion por VIH/SIDA en el pais.

Al respecto, en esta muestra muy seleccionada de pacientes con infeccidn por VIH, es
particularmente grave que una de cada 3 cepas (32.2%) sea resistente por lo menos a un
medicamento, pues si se continda tratando a estos pacientes con el esquema tradicional de 3
medicamentos (isoniacida, rifampicina y pirazinamida 6 RIFATER) la posibilidad de falla al
tratamiento es elevada con el consecuente aumento en la mortalidad, incremento del nimero
de casos cronico baciliferos y ia generacian de mayor resistencia secundaria.

La resistencia primaria resultd ser superior a lo hipotetizado (32% vs 27%) y casi el
doble de lo referido por el Dr. Sifuentes y cols. en poblacién VIH negativa (17%).'"® Esto
probablemente se deba a: 1) desarrollo de resistencia debido a tratamientos profilacticos © a
la seleccion que ejercen los tratamientos empiricos cominmente utilizados en este tipo de
pacientes, 2) que parte de estos casos realmente se deban a reinfecciones exdgenas por
cepas resistentes que no fueron detectados en este estudio, o 3) menos probable, que la
frecuencia de mutaciones espontaneas generadoras de cepas resistentes sea mayor en este
tipo de pacientes. Contrariamente, la resistencia secundaria y multirresistencia resultaron ser
inferiores a 1o hipotetizado, lo cual creemos que probablemente se debi6é a que !'a mayor
parte de los casos fueron por reactivacion de infecciones antiguas o secundarios a
infecciones recientes por cepas sensibles, como se observd en los resultados del objetivo
namero 1,

Para valorar el efecto que tuvo sobre la prevalencia de resistencia, eliminamos del
analisis las 5 cepas relacionadas pansensibles debidas a infeccion exdgena reciente, con lo
que se incrementaron las frecuencias de resistencia global, primaria y multimesistencia, -
segun se muestra en la siguiente tabla:

[TIPO DE RESISTENCIA RESULTADOS INICIALES ELIMINANDO 5 CEPAS
RELACIONADAS PANSENSIBLES
Resistencia Global 10/31 322% 10/26 38.4%
Resistencia Primaria 8125 320% 8/20 40.0 %
Resistencia Secundaria 216 33.3% 216 33.3%
Multirresistencia 2/31 6.4 % 2/26 7.7%

Con esta logica, es probable que de existir mas casos de cepas relacionadas por
reinfecciones recientes o idénticas debido algun brote epidémico por cepas pansensibles, los
porcentajes de resistencia podrian ser mayores.

De forma paralela al presente trabajo y como parte del trabajo colaborativo entre Ia
UIMEIP y el HI, CMR, durante el mismo periodo también se determinaron las sensibilidades a
los 4 antituberculosos primarios en 87 cepas de M. tuberculosis de pacientes sin infeccion
por VIH.
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La siguiente tabla muestra de forma comparativa las frecuencias de resistencia en
cepas de M. tuberculosis aisiadas de pacientes con y sin infeccion por VIH del HI, CMR.

TIPO DE|[CON SIN INFECCION|Chi* p CON Y SIN
RESISTENCIA INFECCION |POR VIH INFECCION POR
POR VIH VIH
Global 10/31 322%[42/87 482% [1.7 018 !521118 . 440%
Primaria 8/25 320%:7/48 145% :2.08 014 '15/73 20.5 %
Secundaria 2/6 333%|35/39 89.7% |7.79 0.005*|37/45 82.2 %
Muitirresistencia 2/31 64%1(31/87 356% 827 0004 |33/118 279%
* Prueba Exacta de Fisher

Como puede observarse, las diferencias observadas en los casos de resistencia global
y resistencia primaria en pacientes con y sin infeccién por VIH, no fueron significativas, pero
con relacidn a resistencia secundaria y multirresistencia los porcentajes fueron
significativamente mayores en los pacientes sin infeccidn por VIH. Una vez mas,
consideramos que esto fue debido al efecto “diluyente” que tuvo el que una parte de las
cepas de pacientes con infeccion por VIH fueran debidas muy probablemente a reactivacion
de infecciones antiguas y otra parte secundaria a infeccion exdgena por cepas pansensibles.

Al comparar las frecuencias de resistencia obtenidas en las 118 cepas del HI, CMR
con lo reportado durante esta década por tres centros de referencia nacionales '9%%
cbservamos que los parcentajes de resistencia de M. tuberculosis en el HI, CMR, son los
mas altos reportados en el ambito nacional hasta ia actualidad.

TIPO DE INNSZ* ™ INER™% INDRE™¥ HI, CMR
RESISTENCIA 84 cepas 232 cepas 1811 cepas 118 CEPAS
1991-93 1990-93 1989-1993 1997-98
Global 297 % — — 440%
Primaria 17 % — 3 % 20.5 %
Secundaria 46 % 78.9 % 72 % 82.2%
Multirresistencia 19 % - — 27.9%

" [nstituto Nacional de la Nutricidn “Salvador Zubiran®
** |nsituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
*** |nstituto Nacional de Referencia Epidemiologica

Lo cual podria deberse a un incremento real en las frecuencias de resistencia de M.
tuberculosis en la poblacién mexicana y evidenciado por la diferencia temporal entre los

diferentes trabajos. Existe informacidn nacicnal que apoya la hipdtesis anterior;
la resistencia primaria a isoniacida en 1980 era de 1.8% '?, en 1995 de 9%

or ejemplo,

% y ahora en

nuestro estudio de 12.6 %. Ademés en los resultados dei INDRE ¥ ya se advertia de un
incremento en la frecuencia de resistencia secundaria de 59.4% en 1989 a 72% en 1993.




H

Con la limitada informacion actual, incluyendo nuestros resultados, no podemos concluir al
respecto. Es necesario realizar pesiodicamente este tipo de trabajos, para valorar el cambio
de las frecuencias de resistencia con respeto al tiempo.

Independientemente de cual sea la explicacion para estos resultados, y consideranda
que la resistencia secundaria provoca la acumulacién de casos cronicos y es un indicador de
la efectividad de los tratamientos administrados, estos resuitados reflejan inicialmente
deficiencias en el manejo y control de la enfermedad en niveles primarios y secundarios det
IMSS, vy en segundo lugar, indican el tipo de cepa que afectard préximamente a la
comunidad. Es decir, las frecuencias de resistencia podrian ser mayores debido a que los
pacientes con cepas resistentes diseminan mas eficientemente la enfermedad al permanecer
baciliferos durante mas tiempo debido a la falta de respuesta al tratamiento convencional. Es
decir, si se continia tratando a estos pacientes con el esquema tradicional de 3
medicamentos sugerido por [a Narma Oficial Mexicana y no con 4 medicamentos, como se
sugiere para paises con resistencia primaria a isoniacida mayor o igual a 4% %', la posibilidad
de fallz al tratamiento es mayor, con el consecuente aumento en la mortalidad y la
generacion de mayor resistencia secundaria,

De igual forma, las frecuencias de resistencia en esta muestra de pacientes con y sin
infeccién por VIH del Hi, CMR, son superiores de forma significativa, exceptuando resistencia
primaria, a los resultados preliminares recientemente obtenidos en el estudio colaborativo
con base poblacional, actualmente en curso, entre la Secretaria de Salud de nuestro pais y
los CDCenE.U. %

TIPO DE PACIENTES CON Y SIN ESTUDIO POBLACIONAL [Ch*™* p
RESISTENCIA INFECCION POR VIH SSA*™ Y CDC™

118 cepas HI, CMR 440 cepas
Global 52/118 44.0 % 113/440 26 % 7.4 <0.05
Primaria 15/73 205 % 38/309 12 % 1.25 0.26
Secundaria 37/45 B22% 49/98 50 % 8.45 <0.05
Multirresistencia  (33/118 279% 28/440 6 % 18.8 <0.05
* Bondad de gjusie

** Secretaria de Salud
*** Centros para el Control y Prevencidn de Enfermedades, Atlanta, EU

Con relaciéon a los factores de riesgo se encontrd que el antecedente de tratamiento
antituberculoso conlleva 12 veces mas probabilidades de asociarse a muitiresistencia que
cuande no existe dicho antecedente, lo cual es mayor que lo reportado por el Dr. Sifuentes
en el INNSZ de 8.93 (ICqs 2.08 ~ 43.95, p <0.05) '° y podria significar que un paciente tratado
por TB en niveles secundarios y primarios det IMSS tiene mas probabilidades de no curarse y
desarrollar TB por una cepa multimesistente, probablemente debido a tratamientos
deficientes, ya sea por mala prescripcion, falta de apegoe al tratamiento o de supervision; lo
cual concuerda con los elevados porcentajes de resistencia encontrados en el HI, CMR. Por
otra parte, las cepas resistentes y multiresistentes de esta muesitra de pacientes
derechochabientes del IMSS, muy probablemente se estan diseminando en la poblacidn
general ya que estos pacientes permanecen baciliferos durante mas tiempo debido a la falta
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de respuesta al tratamiento convencional y a la falta de programas de estudio de contactos y
profilaxis adecuados; por lo tanto, es muy probable que en un futuro, los porcentajes de
resistencia, incluyendo multirresistencia, seran mayores. -

Por otra parte, ninguno de los otros tres facteres (DMII, alcoholismo e infeccion por
VIH) que se estudiaron expioratoriamente, resultd estar asociado a muitimesistencia.
Tenemos varias explicaciones para elio; en el caso de DMt y alcoholismo, puede atribuirse a
un tamano de muestra insuficiente, pues para DMl se requerian 256 pacientes y 1422 para
alcoholismo (considerando un control por cada caso). Ademas, es probable que se haya
sobrestimado el nimero de pacientes alcohdlicos {debido a |a definicién operacional) y con
ello se haya “diluido” el numero de casos “alcohdlicos muitiresistentes”. En el caso de
infeccion por VIH pensamos que la falta de asociacién se debid basicamente a que la
mayoria fueron casos de reactivacion de infecciones latentes (como se pudo observar en ¢l
analisis por RFLP), es decir se tratd de cepas silvestres en las cuales la frecuencia de
multirresistencia es mucho mencr y en menor grado, como en €l caso de DMI y alcoholismo,
a un tamaio de muestra insuficiente, pues se requerian de 36 casos y 36 controles.

12. CONCLUSIONES

1- No se detectd ningun brote de TB nosocomial en la muestra estudiada

2- Se detectd un probable brote epidémico de TB de origen comunitario en & que estuvo
involucrado un paciente con infeccion por VIH. Esta pendiente tratar de identificar otros
pacientes involucrados y los mecanismos o factores por los cuafes dicha cepa de M.
tuberculosis se transmitio entre ellos.

3- La contribucion de casos debidos a probable infeccidn exogena reciente en la muestra
estudiada de pacientes con y sin infeccién por VIH es elevada, io gque refleja una
transmision importante de la enfermedad en la comunidad afluente al Hi, CMR. Por lo
tanto, los programas de control de la TB locales, probablemente deben enfocarse a la
deteccion de grupos de alto riesgo de transmision, a la identificacion temprana de casos,
y su tratamiento hasta la curacién.

4- En la muestra muy seleccionada de cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con
infeccion por VIH, los porcentajes: de resistencia no fueron superiores a los de otra
muestra de pacientes sin infeccion por VIH del HI, CMR. Los porcentajes de resistencia
en la muestra de cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con y sin infeccién por
VIH del HI, CMR fueron superiores a los porcentajes de resistencia en la poblacidn
general reportados por la Secretaria de Salud y los CDC de EU,

5- Existe una gran asociacidn entre antecedente de tratamiento y TB con cepas
multirresistentes. Se requiere mayor tamano de muestra para comprobar la probable falta
de asociacion entre multimesistencia y DMII, infeccién por VIH y atcoholismo,

6- Estos resultados sdlo son aplicables a una parte de la poblacion de pacientes del Hi,
CMR.
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de respuesta al tratamiento convencional y a la falta de programas de estudio de contactos y
profitaxis adecuados: por lo tanto, es muy probable que en un futuro, los porcentajes de
resistencia, incluyendo muitiresistencia, seran mayores. -

Por otra parte, ninguno de los otros tres factores (DMII, alcoholisma e infeccion por
VIH) que se estudiaron exploratoriamente, resuitd estar asociado a multiresistencia.
Tenemos varias explicaciones para ello; en el caso de DMI! y alcoholismo, puede atribuirse a
un tamano de muestra insuficiente, pues para DMIl se requerian 256 pacientes y 1422 para
alcoholismo (considerando un control por cada caso). Ademds, es probable que se haya
sobrestimado e! numero de pacientes alcohdlicos (debido a la definicion operacional) y con
elio se haya “diluido” el nimero de casos “alcohdlicos multiresistentes”. En el caso de
infeccion por VIH pensamos que la falta de asociacién se debié basicamente a que la
mayoria fueron casos de reactivaciéon de infecciones latentes (como se pudo observar en el
andlisis por RFLP), es decir se tratd de cepas silvestres en las cuales la frecuencia de
multirresistencia es mucho mencr y en menor grado, como en €l caso de DM y alcoholismo,
a un tamafio de muestra insuficiente, pues se requerian de 36 casos y 36 controles.

12. CONCLUSIONES

1- No se detectd ningun brote de TB nosocomial en la muestra estudiada

2- Se detectd un probable brote epidémico de TB de origen comunitario en el que estuvo
involucrado un paciente con infeccién por VIH. Esta pendiente tratar de identificar otros
pacientes involucrados y los mecanismos o factores por 105 cuales dicha cepa de M.
tuberculosis se transmitié entre ellos.

3- La contribucidon de casos debidos a probable infeccion exégena reciente en la muestra
estudiada de pacientes con y sin infeccion por VIH es elevada, o que refleja una
transmisién importante de la enfermedad en ia comunidad afluente al Hl, CMR. Por lo
tanto, los programas de control de la TB locales, probablemente deben enfocarse a la
deteccion de grupos de alto riesgo de transmision, a la identificacion temprana de casos,
y su tratamiento hasta la curacion.

4- En ta muestra muy seleccicnada de cepas de M. luberculosis aisladas de pacientes con
infeccién por ViH, los porcentajes; de resistencia no fueron superiores a los de otra
muestra de pacientes sin infeccién por VIH del HI, CMR. Los porcentajes de resistencia
en |la muestra de cepas de M. tuberculosis aisiadas de pacientes con y sin infeccién por
VIH del HI, CMR fueron superiores a los porcentajes de resistencia en la poblacidn
general reportados por la Secretaria de Salud y los CDC de EU.

5- Existe una gran asociacion entre antecedente de tratamiento y TB con cepas
muitirresistentes. Se requiere mayor tamafio de muestra para comprobar la probable falta
de asociacion entre multimesistencia y DMH, infeccion por VIH y atcoholismo.

6- Estos resultados sélo son aplicables a una parte de la poblacion de pacientes del Hi,
CMR.
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14. ANEXOS

ANEXO 1

PROCEDIMIENTOS
1. - IDENTIFICACION DE M. tuberculosis (SISTEMA BACTEC 460)

Para el crecimiento e identificacion de M. tuberculosis las muestras se resembraron e incubaron a 37°C
en medio de agar Middiebrook 7H12, complementado con polimixina B, anfotericing B, &cido nalidixico,
trimetropin y azodiicina (Panta Becton & Dickinson) en atmosfera de CO2 al 5%. Se midieron los indices de
crecimiento en el sistema radiométrico automatizado BACTEC 460 (Becton Dickinson Diagnostic instruments
Systems, USA), hasta lograr un indice de crecimiento de 50 a 100 en la escala del aparato. Para la
identificacién de M. tubercuiosis se fomd 1 ml del cultivo de crecimiento y s& mezclé con p-nitro-alfa-acetil
amino-hidroxipropiofenona (NAP) el cual inhibe casi completamente las micobacterias que pertenecen al
complejo tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M.africanum y M. microti), mientras que otras micobacterias
muestran una figera inhibicién 0 no muestran ninguna. Al mismo tiempo se incubd un control y ambas frascos
se incubaron a 37°C; los indices de crecimiento se compararon durante un minimo de 4 dias. Los valores
diarios del indice de crecimiento del controi continuaren aumentando. En el frasco de ensayo de NAP, la
disminucién o el aumento dependié de la especie de micobacteria presente, Una disminucién o la no-variacién
de los valores del indice de crecimiento es indicativa de la presencia del compiejo tuberculosis, mientras que un
aumento de los indices de crecimiento indica la presencia de bacilos gue no pertenecen al complejo.

Una vez identificados los cultivos con la prueba de NAP negativa, se transfird una alicuota al medio de
Lowestein Jensen para su crecimiento y estos cullivos fueron posteriomnente utilizados para la exdraccion de
DNA. ‘

2. - METODO DE BACTEC PARA SENSIBILIDAD A ANTITUBERCULOSOS DE PRIMERA LiNEA,

El andlisis de la sensibilidad a drogas antituberculosas de primera linea se realizé con el método
BACTEC 460 (Becton Dickinson, Diagnostic Instruments Systems) el cual utiliza medio de cultivo liquido y
monitorea el crecimiento del bacilo radiométricamente.. Se utiliza el kit SIRE que contiene soluciones
concentradas de estreptomicina, isoniacida, rifampicina y etambutol que se diluyen con medio 128 a las
siguientes concentraciones: estreptomicina 4 pg/ml, isoniacida 0.1 ug/mi, rifampicina 2 pug/ml y etambutol 7.5
pg/mi. Se considera como resistencia a uno o mas de los f&mmacos cuando el 1% o mas de |3 poblacidn de M.
tuberculosis muestra crecimiento. La resistencia se determiné al comparar los indices de crecimiento de las
cepas en los medios de cultivo 12B con respecto a la velocidad de crecimiento en cepas control de resistencia
conccida. Todos los frascos en los que se detectaron indices de crecimiento mayores a los _controles se
cullivaron en agar sangre y agar chocolate durante 88 hrs para descartar casos de contaminacion.”

3. - ANALISIS DEL POLIMORFISMO DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION (RFLP)

El manual donde se describe esta técnica fue preparado para el curso de entrenamiento sobre
Inmunofogia que organizé ia Organizacién Mundial de la Salud en Génova en 1994 con ef objeto de gue los
resultados obtenidos en diferentes laboratorios fueran comparables.

4. - PURIFICACION DEL DNA DE M. tuberculosis

La extraccién del DNA de M. fuberculosis se realizdé per medio de rompimiento mecanico de la pared
bacteriana con perlas de vidrio. Una asada de micobacterias se colocé en un tubo Eppendorf que contiene 300
ul de perlas de vidrio, 500 ul de buffer TE X y 500 ul de fenol; el tubo se agita vigarosamente (voriex) y se
centrifuga a maxima velocidad durante 5 minutos para recuperar la fase acuosa. A esla fase acuosa se le
realiza una extraccion con fenol-cloroformo (1:1) e inmediatamente después otra con ctoroformo. Después de
centrifugar por 10 min. se separd la fase acuosa y se agregaron 2.5 volumenes de etanol para precipitar los
4cidos nucleicos. Las muestras se congelaron a -20°C y se centrifugaron nuevamente con 1o que se obtuvo una
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pastilla concentrada de acidos nucleicos. Dicha pastilla, después de lavarse y resuspendeise en 50 pl de buffer
TE fue cuantificada por flucrometria (Fluoroskan Ascent, Labsystems) de acuerdo’ a upa curva estandar de
concentracion conocida.

5. - DIGESTION DEL DNA

La digestitn o corte del DNA de M. tubercufosis se realizd con la enzima de restriccion PVU Il Se
utilizaron 100 ng de DNA para la digestién (aproximadamente 2.5 ul de una concentracién de 50 ng/ul de DNA)
mas 25 ul de agua y 3.5 pl de enzima (0.5 pg/ml de enzima mas 3 W de buffer M 3X) para un volumen total de
la mezcla de reaccion de 30.5 ul. La mezcla de digestion se incubd a 37° C durante una hora &n un temrmomixer
(Ependor, USA).

6. - ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DEAGAROSA

Los productos obtenidos fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 1% durante 16 hrs
a 20 V y la lincién de las bandas de dcidos nucleicos se realizé con bromuro de etidio a una concentracién de
0.5 ug/ml. Posteriormente el gel se observd en un transiluminador de-luz ultravioleta (UVP Life Sciences, USA).

7. - PREPARACION DE LA SONDA POR PCR ESPECIFICO

Como sonda de hibridaci6n se utilizé un fragmento de 245 pb del elemento de insercién 8110, obtenido
por amplificacién especifica utilizando los iniciadores INS-1 (5-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC) e INS-2 (5'-
GCGTAGGCGTCGGTGACAAA), bajo las siguientes condiciones: 3 min de desnaturalizaci6n a 94°C seguido
de 25 ciclos de: 1min a 94°C, 1 min a §5°C, 2 min a 72°C y una extension final de 4 min a 72°C.
Ei fragmento obtenido se marcd con digoxigenina utilizando un kit comerciai (DIG-Higt Prime DNA Labelling and
Detection Starter Kit |l. Boeringer Mannheim). ’

8. = TRANSFERENCIA E HIBRIDAGION DNA-DNA.

Una vez que el DNA de las micobacterias fue digerido y separado por electroforesis se transfirié por

capilaridad a una membrana de nylon:
Previo a la transferencia el gel se traté con buffer de desnaturalizacién (1M NacCl, 0.5M NaOH) durante 30 min,
seguido de buffer neutralizante (3M NaCl, 0.5M Tris base a pH 7) durante 30 min. El gel depurinado se transfiri6
a una membrana de nylon MHybond-N (Amersham Life Science) por capilaridad. Esta membrana de nyton fue
prehibridada a 43.5°C durante dos horas con una mezcla de volimenes iguales de las: siguientes soluciones:
solucién | (20X SSc 25 ml, 100X Denhardts 10 ml, 0.5M EDTA 1 mi, 20% SDS 2.5 ml, agua hasta 50 mi),
solucidn |l (formamida 50 ml, DNA de esperma de salmén 5 mg/ml 1 mi, 20% SOS 2.5 ml). Posteriormente esta
solucion fue sustituida por solucién de hibridacién constituida por volimenes iguales de las soluciones 1l y Il
(20X SSC 25 mi, 100X Denhardts 5 mi, 0.5M EDTA 0.5 ml, dextrdn sulfata: 10 gr, agua hasta 50 ml) mds la
sonda de 245 pb a una concentracion de 10 ng/ml marcada con digoxigenina. La membrana se incubé con esta
solucién de hibridacién a 43.5°C durante toda i@ noche (14-16 horas), posterior a lo cual la membrana se lavo
tres veces (un lavado de 5 min y dos de- 15 min) a 65°C con buffer de lavado (0.1XSSC, 0.1%SDS) y una vez a
37°C durante 5 min con buffer de lavado No. 2 {buffer de acido mélico -0.1M &cido mdlico, 0.15M NaCl a pH de
7.5 y tween 20 0.3%):

Para el revelado la membrana se.incubd en buffer de-solucién bloqueadora (reactivo de bloqueo al 10%
en buffer de acido madfico) durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente 30 min mds con la misma:
solucién méas conjugado Anti-DIG-AP a una concentracién de 1:5000. A continuacidn:la- membrana se lav dos
vecas a 37°C durante 15 min con el buffer de iavado No. 2 y una vez a 37°C por 5 min:con buffer de favado No.
3 (0.1M Tris-HCl, 0.1M NaCl 2 pH de 9.5). Finalmente se vertiG-a la membrana solucién reveladora conteniendo
CSPD (Chemiluminescence Substrate, Boeringer Mannheim GmbH Gemmany) y se incubd 5 min a temperatura
ambiente en la obscuridad, Postesiormente la membrana himeda se incubd a 37°C durante 5 min y se expuso a
una placa de rayos X durante 7 min.
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9. - ANALISIS DENSITOMETRICO DE LOS PATRONES DE BANDAS o BIBU@J é@a

El andlisis de los patrones de bandas obtenidos por RFLP se realizé utilizando un procesador de
imagenes computarizado {Gel Doc 1000 BIO RAD, Ca USA) y los dendrogramas se realizaron con el programa
Gel Manager para Windows, Version 1.5 BioSystematica (London UK England) % considerando ias premisas
descritas por Alland y cols. (1994)"" y por Small y cols. (1994).% EI andlisis por RFLP para identificar patrones
de transmision en un grupo de cepas de M. tuberculosis, se basa en el supuesto de que casos no
epidemiolégicamente retacionados, que son generaimente el resuitado de reactivacién de infecciones latentes,
tendrén patrones {inicos de RFLP, mientras que los casos que estdn ligados como causa de una infeccidn
reciente 0 infeccion exdgena, tendrdn altos indices de similitud en sus patrones de DNA por RFLP.
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ANEXO 2

Et presente formato de captacién de datos es el cuestionario base para el trabajo colaborativo
entre la UIMEIP, CMN y otros hospitales € Institutos, al cual se agregaron las variables necesarias
para el desarrollo de! presente trabajo.

PROYECTO TUBERCULOSIS

HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Fecha de llenado: _ /__/__ Encuestador:

FICHA DE IDENTIFICACION

Clinica de adscripcion

Nombre: Filiacion;

Edad: afios Sexo: 1) Masculino
2 ) Femenino

Calle y No; Colonia:

Delegacion o Municipio: Estado:

Teléfono:

ANTECEDENTES |

Ocupacidn previa; ' Ocupacion actual:

Trabajador de la salud: 0) No hay dato 1)Si  2) No Categoria:

Escolaridad: 0} No hay dato 1) analfabeta 2) primaria 3) secundaria
4} preparatonia o técnico 5) profesionista
Nivel Socioeconomico:

Combe: 0) No hay dato Alcoholismo:  0) No hay dato 1) Si 2) No

1) Positivo

2) Negativo Uso de drogas: 0} No hay dato 1) Si 2) No
Hacinamiento: 0} No hay dato 1) Si 2) No J
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E ;
i Aplicacion de BCG: 0) No hay dato 1)Si  2)Siconcicatriz  3)No :
| Historia de PPD: 1) 8i Resultado: 1) Positivo, 2) Negativo i
! 2) No !
[ ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS [

Q) Negativos 4) Insuficiencia Renal Crénica

1) DM 5) Enf. Autoinmunes Cual:

2) EPOC 6) Uso inmunosupresores

3) Neumoconiosis 7) Cancer

8) Otros:

| INFECCION POR VIH ]

1)Si 2)No

Via de adquisicion: 1) heterosexual, 3) bisexual 5) drogadiccion IV

2) homosexual 4) transfusion 6) no hay dato

Numero de CD4: || | | mm?, Etapa Clinica: 1) Al 2) A2 3)A3
"Previoaldxde TB  4) Bt 5)B2 6)B3
7)C1 8)C2 9)C3

Fecha de diagnostico de VIH:
Fue la TBP la primera manifestacion de SIDA:  O)no haydato 01)Si  2)No

Internamientos por causas relacionadas a la infeccidén por VIH diferentes a la TBP

1) Si Fechas _/_ /[ al 1 cama:
I al I cama: _ I
| ANTECEDENTE DE TUBERCULOSIS |
Fecha: [/ / Localizacién:

Tratamiento: 1) Supervisado 2) Incompletofirregular 3)No




Duracién del tratamiento:

i Evolucién:  curacién -

Tx utilizado: 1) isoniacida 2) rifampicina 3) pirazinamida
5} estreptomicina 6) RIFATER

meses

1)Si 2)No

4} etambutoi
7) Rifinah

TUBERCULOSIS PULMONAR ACTUAL

Tratamiento utilizado:

Comentarios:

Fecha del Dx de TB: _ /_

Embarazo: 1)Si 2)No

f__ Tiempo de evolucidn previo al Dx:

PPD: 1) positivo 2) negativo 3) didmetro __ x__mm  4)No

Requirid de hospitalizacion: 1) St fecha / /  al [/ /  Cama:

2) No

MEDICAMENTO TIEMPO

dias

1) Tratamiento supervisado 2) Tratamiento autoadminstrade

L

MANIFESTACIONES CLINICAS

1) febricula
2) fiebre

3) diaforesis

4) pérdida de peso
a) menor del 10%
b) mayor del 16%

5) astenia, adinamia, hiporexia
6} tos no productiva

7) tos con expectoracion mucosa

8) tos con expectoracion purulenta
9) tos con expectoracion hemoptoica
10) hemoptisis

-

11} disnea
12) otros:




RADIOLOGIA

|
J
0) no hay datos 5) derrame pleural |
1) miliar 6) cavitacion
| 2) foco neuménico unico 7) neumotorax
3) foco neumonico multiple 8) Rx normal ‘
| 4) adenopatia hiliar 9) otros:
[ LABORATORIO'AL MOMENTO DEL DX DE TBP
Hb L)1) ar% leucocitos totales | { [ | | | linfos totales { [ | | | {

Plaguetas { ||| | |mm’ albimina | .|| gr%glucosa | | | mg%
creatinina | } || mg%

| BACILOSCOPRIA Y CULTIVO:
! Fecha de baciloscopia: __/__/  resultado: 1) negativo )+ 3+ 4)++
i
I Cultivo: 1) positivo  2) negativo medio 1) Lowestein ~ Jensen
] 2) 12B
i - 3) Middlebrook
[ SUSCEPTIBILIDAD A ANTITUBERCULOSOS:
[ ESTREPTOMICINA S R

ISONIACIDA s R

RIFAMPICINA S R

ETAMBUTOL S R -

S R

l PIRAZINAMIDA
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ANEXO 3

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DE LA INVESTIGACION

TUBERCULOSIS EN PACIENTES CON Y SIN INFECCION POR EL VIRUS DE LA
INMUNODEFICIENCIA HUMANA, Andlisis de la sensibilidad a antituberculosos: primarics y del
polimorfismo de fragmentos de restriccion del DNA de Mycobacterium tuberculosis

INVESTIGADCRES: Dr. José Juan Temrazas Estrada, Dr. Carlus Lavaile Montalvo, Or. José
Antonio Enciso Moreno y Dr. Sigfrido Rangel Frausto

ANTECEDENTES: La tuberculosis s una enfermedad. crénica gue afecta a un gran nimero de
individuos. El problema es mayor en paises en desamcllo come el niestro y en pacientes con
infeccion por el VIH. Ademas existe la posibilidad de que un sujeto con tuberculosis pulmonar
infecte a otro u otros individuos, principalmente en lugares donde se concentran pacientes VIH
positivos, como [os hospilales. Un problema mayor es que {a tuberculosis puede ser causada por
un microbio resistente a los medicamentos que se utilizan para su tratamiento, lo cual dificulta su
manejo e incrementa la mortalidad. En nuestro pais se desconoce si existe transmisién de
tuberculosis pulmonar entre pacientes con VIH dentro de los hospitales y la frecuencia de
resistencia a los antibi6ticos en este tipo de pacientes.

OBJETIVO: Determinar si existe transmision de tuberculosis pulmonar enire pacientes con
infeccidn por VIH del Hospital de Infectologia, CMR y la frecuencia de resistencia a los antibiGticos
de mayor uso.

PROCEDIMIENTOS:

1} A ios pacientes con infeccidn por VIH con sospecha. de tuberculosis se- les solicitard, por lo
menos 3 muestras de expectoracién para la busqueda det microbio tuberculoso.
2) En casos comprobados de tuberculosis pulmonar se interrogaré al paciente y/o se buscara en su
expediente clinico la siguiente informacién: tiempo de atencién en el HI, CMR, etapa de la infeccién
por VIH, tiempo de evolucién de la tuberculosis pulmonar, nimero y fecha de consultas e
intermamientos previos en el HI, CMR, nimero de cama, elc.
3) El estudio del microbio tuberculoso se llevara al cabo en el laboratorio de investigacidn en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Centro Médico Nacional, Siglo XXI.

\

BENEFICIOS

1) Al saberse a que antibidticos es sensible el microbio tuberculoso tendré la cportunidad de recibir
de mi médico tratante el tratamiento méas adecuado para mi.

2} En caso de confirmarse que existe transmisién de tuberculosis entre los pacientes con infeccitn
por VIH del HI, CMR, se- mejoraréw las condiciones de aislamiento de pacientes, diagnostico,
tratamiento, etc. que redundard en mejoria de la calidad de fa atencién médica para mi y el resto
de los pacientes.

RIESGOS

1) Ei dar muestras de expectoracion en la forma habitual no representa riesgo aiguno.



CONFIDENCIALIDAD
Toda la informacion obtenida y los resultados que se desiven del estudio se manejaran con estncta
confidencialidad. En caso de publicacibn siempre se mantendra et anonimato de los pacientes.

Toda la informaci6n y resuitados obtenidos seran conocidos Unicamente por los investigadores y
serdn comentados conmigo por mi médico tratante.

DERECHO A NO PARTICIPAR

La decision de participar en el estudio es voluntaria y puedo negamme a hacedo sin que esto
repercuta en Ja atencion médica actual o futura a que tengo derecho en este hospital.

PREGUNTAS

Todas las dudas que de este estudio puedan surgirme pueden ser aclaradas por mi médico
tratante o por el Dr. José Juan Temrazas Estrada en el teléfono 6 27 69 00, extensién 3203 en dias
y horas hdbiles.

CONSENTIMIENTO

Después de haber recibido una expiicacion amplia y suficiente, de haber leido el presente
documento y tener una copia del mismo, acepto paricipar.

Nombre del paciente, firna y fecha:

Testigo, nombre y firma:

Testigo, nombre y firma:

Médico tratante, nombre y firma:
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