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RESUMEN

Introduccion. Las infecciones por micobacterias no tuberculosis constituyen uno de los
principales problemas de salud en pacientes con SIDA. Los agentes etioldgicos mas
importantes pertenecen al complejo MAIL, detectados en 50% de los casos durante la
fase tardia de la enfermedad o en la autopsia.

Objetivo. Determinar la prevalencia de infeccion por el complejo MAI utilizando la
RCP en pacientes con SIDA atendidos en el Hospital de Infectologia “Dr. Daniel
Méndez Hernandez” Centro Médico La Raza

Material y métodos. Observacional, retrolectivo, retrospectivo, transversal y
descriptivo. Se recolectaron 18 cepas de pacientes con SIDA cuyos valores de CD4
fueron inferiores a 100 durante el periodo de un afio, previamente identificadas
mediante hibridacion con sondas de ADN como complejo MAI; vy fueron procesadas
mediante la técnica de RCP para detectar y diferenciar M. avium y M. intracelullare.

Se revisaron los expedientes de los 18 pacientes involucrados y se describieron las
caracteristicas clinicas, radioldgicas, de laboratorio y demograficas que presentaron.
Resultados. Diecisiete (94.4%) correspondieron al género masculino y uno (5.6%) al
femenino. La edad promedio fue 39.6 afios = 10.6. Los principales signos y sintomas
referidos fueron fiebre por 18 (100%) pacientes, seguidos por pérdida de peso 17
(94.4%) casos. La candidosis se diagnodstico en todos los pacientes, seguida por la
neumonia/neumonitis con siete (38.9%) y los 18 (100%) pacientes resultaron positivos
para Mycobacterium avium.

Conclusiones. Se identific6 Mycobacterium avium en los dieciocho pacientes

estudiados y no se encontrdé Mycobacterium intracellulare.



ABSTRACT

Introduction. Infections by atypical mycobacterial represent a major health problem in
AIDS patients. More important etiologic agents pertain to MAI complex, detected in
50% percent of cases during the latest phase or in autopsy.

Objective. To determine prevalence of MAI complex infection by PCR in AIDS
patients attended in Infectology Hospital “Dr. Daniel Méndez Hernandez”, Medical
Center “La Raza”

Material and methods. Observational, retrolective, retrospective, transversal and
descriptive. Eighteen MAI complex strains were collected of patients with AIDS whose
values were less than 100 CD 4, during the study period of one year, and were
processed with the PCR technique to detect and differentiate complex MAL

Reviewed the records of patients involved and described the clinical features,
radiological, laboratory and demographic presented.

Results. Seventeen (94.4%) patients corresponded to male gender and one (5.6%) to
female. Average age was 39.6 years £ 10.6. Major signs and symptoms referred were
fever for 18 (100%) patients, followed by weight lost in 17 (94.4%) cases. Candidiasis
was diagnosed in all patients, followed for pneumonia/Pneumonitis with seven cases
(38.9%) and all patients resulted positives for Mycobacterium avium.

Conclusions. Mycobacterium avium was detected in eighteen patients studied and were

not found Mycobacterium intracellulare.



INTRODUCCION

Micobacterias no tuberculosis (MNT) es el término empleado para distinguir a las
micobacterias ambientales de las micobacterias que causan lepra (Mycobacterium
leprae) y tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis) . Las MNT son microorganismos
del medio ambiente que se encuentran tanto en el agua libre como en la almacenada.
También se encuentran en el suelo, polvo, animales y alimentos®. Las micobacterias se
benefician de la cloracion y ozonificacion del agua que matan a otras bacterias cuyo

crecimiento es mas rapido y compiten con ellas por los nutrientes. El crecimiento lento
de las especies de micobacterias y su pared celular relativamente impermeable, debido a
la presencia de largas cadenas de acidos grasos micoliticos, contribuyen en su
resistencia a la cloracion®. En Europa y Estados Unidos de Norteamérica, el complejo
Mycobacterium avium-intracellulare (MAI) es la causa mas comun de enfermedad
pulmonar por MNT. Otras especies también se han encontrado asociadas aunque con
menor frecuencia: M. kansasii, M. fortuitum, M. scrofulaceum, M. chelonae, M.
gordonae, M. xenopi, M. asiaticum, M. flavescens, M. malmoense, M. szulgai, M.

haemophilum, M. simiae, M. genavense y M. celatum *

Las infecciones causadas por las MNT a diferencia de la tuberculosis, no son reportadas
estrictamente a las autoridades de salud publica en Estados Unidos ni en otros paises
como México, por lo tanto, su prevalencia exacta en diferentes areas geograficas es
desconocida. Basados en reportes de laboratorio o algunos estudios de vigilancia, se ha
estimado que entre 1981 y 1983 la prevalencia de infecciones por MNT era de 1.8% por

100,000 habitantes™ °.

Las MNT se estimaron como responsables de 1 a 2 % de los casos aparentes de
tuberculosis en las décadas de los 50 y 60. Los Centros para el Control de las
Enfermedades y Prevencion (CDC) reportaron en 1979 y 1980 que un tercio de los
aislamientos de micobacterias en los Estados Unidos eran MNT. En Filadelfia durante
la década de los 80 la prevalencia de MNT se increment6. La proporcion entre los
aislamientos de TB con respecto a los de MNT disminuy6 de 3.2:1 entre 1976 y 1981 a
1:1.6 entre 1986 y 1991 en un hospital comunitario del Sur de California. EI complejo
MAI es la MNT mdas comunmente aislada a partir del esputo y especimenes

pulmonares > °.



Aunque existen probablemente cientos de especies de micobacterias en el medio
ambiente, s6lo alrededor de 60 han sido identificadas en muestras de pacientes >. A
diferencia de M. tuberculosis y M. leprae, las MNT son organismos de vida libre y
unicamente son patdégenos en humanos si existen condiciones de inmunosupresion o si
las barreras de la piel o mucosas han sido superadas, no existe evidencia de que su
transmision sea de persona a persona °. Comunmente causan infecciones de la piel,
tejidos blandos, linfadenitis, enfermedad pulmonar y originan infecciones diseminadas

en pacientes con SIDA "®,

Con excepcion de las enfermedades de la piel y tejidos blandos, la entrada principal de
MNT que causan infecciones pulmonares, diseminadas y en otras localizaciones, son las
vias gastrointestinal y respiratoria. Los factores de riesgo para desarrollar una infeccion
por MNT son varios: el primero relacionado a condiciones médicas coexistentes que
afectan las barreras naturales y/o al sistema inmune como en el SIDA; el segundo
tiene que ver con el medio ambiente laboral o de vida y el tercer factor corresponde al
ambito demografico donde se ha observado que las mujeres en la sexta década de la
vida o mayores son consideradas como las mas vulnerables a infecciones por MNT
especialmente a infecciones pulmonares con M. avium. A menudo este fendmeno
demografico esta asociado con varias condiciones predisponentes, tales como
anormalidades toracicas y enfermedades del tejido conectivo. Es importante enfatizar
que el desarrollo de infecciones causadas por MNT pueden manifestarse sin obvias

. : 6,9, 10
condiciones predisponentes .

Con el advenimiento de tratamientos efectivos para la TB, en la década de los 50 las
muestras de micobacterias comenzaron a ser cultivadas de manera rutinaria y se

reconocio que algunos de los casos aparentes de TB eran debido a infeccion por MNT.

La prevalencia de TB ha disminuido en paises desarrollados con estandares efectivos

de control y la proporcion de enfermedades por MNT se ha incrementado .

La frecuencia de la enfermedad por MNT usualmente se estima a partir del nimero de
cultivos positivos'?. Los reportes de laboratorio han mostrado incrementos en el nimero
de MNT aislados. El uso de medios liquidos y solidos para cultivo de micobacterias ha

incrementado el diagnéstico de infeccion por MNT a partir de muestras humanas'”.



Dependiendo del tiempo para producir colonias visibles en medios de cultivo so6lidos, ya
sea en menos de siete o0 mas de siete dias, las MNT se dividen en dos grupos;

micobacterias de rapido y lento crecimiento'®.

Ademas del cultivo en medio de Lowenstein-Jensen, existen métodos rapidos para
determinar la especie de micobacterias, como: las sondas de &cidos nucleicos, la
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), cromatografia liquida de alta resolucion

(CLAR) y secuenciacion de acidos nucleicos'> .

El andlisis del polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion (PLFR) puede
ser utilizado para identificar todas las especies de MNT. El PLFR y la RCP han
ayudado a distinguir a los miembros del complejo MAI de las especies estrechamente
relacionadas, tales como, Mycobacterium scrofulaceum y pueden distinguir entre los
miembros del MAIL: M. intracellulare y M. avium y sus subespecies; M. avium avium,
M. avium silvaticum que infecta a los péjaros, M. avium paratuberculosis responsable
de infecciones del sistema reproductor, glandulas mamarias e intestinales en los
rumiantes salvajes y domésticos y M. hominissuis el cual causa las infecciones

. . 17,18, 19
micobacterianas en humanos y puercos' ~'* ',

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es también un método confiable
para distinguir a las especies de micobacterias. Diversos estudios han corroborado su
utilidad con una especificidad del 70 al 95% segin la especie. En un estudio
comparativo con sondas de ADN se reporté un 100% de especificidad y 99% de

sensibilidad a favor del Gltimo para la identificacion de M. tuberculosis®.

Un estudio comparativo reciente de CLAR y RCP encontrd resultados discrepantes en
14% de 83 muestras de MNT; la discrepancia en 4% de los casos fue debida a infeccion

polimicobacteriana.?'.

Las técnicas de hibridacion de sondas de acidos nucleicos son altamente sensibles. La
identificacion de micobacterias mediante la secuenciacion del DNA ribosomal 16S, es
una nueva herramienta implementada en algunos laboratorios clinicos. Esa técnica

provee una determinacion de la especie mas exacta y es especialmente 1til en los casos



donde cualquier combinacion de los métodos arriba mencionados no provee una

identificacion confiable de las micobacterias aisladas 2.

La carencia de reportes sobre la enfermedad causada por MNT principalmente en paises
en desarrollo, estd muy probablemente relacionada a los esfuerzos insuficientes para
detectar a tales pacientes. En algunas areas de estos paises, el examen de muestras de
laboratorio esta limitado a microscopia directa de muestras de esputo, y atn en donde
el cultivo es rutina de los protocolos de laboratorio, los médicos pueden no estar alerta
de esta patologia y el nimero de pacientes sujetos a tal examen esta limitado solamente
a aquellos con manifestaciones clinicas y radioldgicas de tuberculosis. En contraste, en
los Estados Unidos el examen bacterioldgico es tan ampliamente solicitado por el
médico que solo alrededor del 5% de los pacientes resultan como positivos para
micobacterias. Una de las desventajas en la recuperacion de MNT mediante el cultivo
en medio de Lowenstein-Jensen, es que el cultivo requiere un tiempo prolongado para
el crecimiento de colonias de micobacterias, sin embargo se le considera el estandar de

oro en el diagnostico de las micobacteriosis'* **.

Las micobacteriosis constituyen uno de los principales problemas de salud en pacientes
con SIDA. Los agentes etioldgicos mas importantes pertenecen al complejo MAIL
detectados en  50% de los casos durante la fase tardia de la enfermedad o en la
autopsia, y Mycobacterium tuberculosis, al cual se le adjudica un efecto sinérgico con el

virus de la inmunodeficiencia humana'.

Antes de la epidemia de SIDA, solo habia informados en la literatura 78 casos de
micobacteriosis diseminadas®. La diseminacion del complejo MAI solo se encuentra
reportada en 37 casos, sin embargo MALI se convirtié en infeccion oportunista frecuente
en pacientes con SIDA. En Europa y Estados Unidos se ha logrado aislar entre 17% y
50% y en un 40%-50% en muestras de autopsia, principalmente organos del sistema
reticulo endotelial, médula dsea, nodulos linfaticos, pulmoén, higado, bazo, intestino,
piel, rifion y cerebro®**. En América Latina y el Caribe hay reportes que varian del 4%

al 14%°.

El grupo de micobacterias conocido como complejo MAI pertenece al género

Mycobacterium, dentro de las no tuberculosis o ambientales. El pH 6ptimo de desarrollo



en laboratorio oscila entre 5 y 5.5. Este complejo incluye Mycobacterium. intracelluare
v Mycobacterium avium, subespecies M. avium avium, M. avium paratuberculosis y M.

. . . 3,6,7
avium silvaticum. .

Los residuos de oligosacéaridos de los glucopeptidolipidos de su pared celular les
confieren especificidad seroldgica; basandose en esta especificidad y en estudios de
homologia del ADN, el complejo ha sido clasificado en dos especies principales: M
avium (tipos 1-6, 9-11 'y 21) y M. intracellulare (tipos 7, 12-20 y 25). Se trata de bacilos
grampositivos, acido-alcohol resistentes y aerobios. Estdn encuadrados en el grupo III
de la clasificacién de Runyon, esto es, son de crecimiento lento y no fotocromégenos™ °.
El cuadro clinico de la diseminacion sistémica de MAI se defini6 hasta el advenimiento

del SIDA®.

Se considera actualmente que las vias de infeccion principales son a través del tracto

gastrointestinal y respiratorio™”.

El principal factor de riesgo para la infeccion por MAI en los pacientes con SIDA es la
alteracion de la inmunidad celular medida por los niveles de los linfocitos T CD4. La
infeccion por MAI ocurre raramente en pacientes con cuentas de linfocitos T CD4

mayores de 100 células’.

La infeccion por MAI se manifiesta como enfermedad diseminada en los pacientes con
estadios avanzados de la infeccion por VIH que presentan recuentos de linfocitos T
CD4 inferiores a 50 células™°. Esto correlaciona la incidencia de la infeccion por MAI
con la supervivencia de los pacientes a partir del diagnostico de SIDA. Asi, la
incidencia de la bacteremia por MAI es del 21% al ano, del 43% a 2 afios y del 50% a
2.5 anos en estudios realizados en Estados Unidos. Por otro lado, la incidencia de MAL,
un afio después del diagnostico de SIDA, es de 3% en pacientes con cuentas de

linfocitos entre 100 y 199 células”.

No esta bien definido el porqué los pacientes con SIDA son tan susceptibles a la
infeccion diseminada por MAIL Hay evidencias que lo relacionan con los mecanismos

de activacion celular, incluyendo citoquinas. Recientemente se ha postulado que la



proteina de envoltura gp 120 del VIH puede estimular directamente el crecimiento

. . . 20,21
intracelular de Mycobacterium avium™ .

Los signos y sintomas clinicos asociados con la infeccion diseminada por MAI son:
fiebre, sudoracion nocturna, pérdida de peso de mas del 10% del peso habitual,
debilidad progresiva, malestar general, diarrea cronica, dolor abdominal, anemia e
incremento en el deterioro de su condicién clinica en general. Pueden presentar

sintomas no especificos o manifestarse como empeoramiento de una enfermedad previa.

Los hallazgos que a la exploracion fisica frecuentemente se presentan, son: fiebre,
caquexia, con o sin manifestaciones a la exploracion de toérax, linfadenopatia
intraabdominal o hepatoesplenomegalia. La elevacion persistente de la fosfatasa alcalina
hepatica es muy frecuente y se ha considerado como un indicador sensible para la

infeccion diseminada por MAI L1

La infeccion por MAI entre los pacientes con SIDA también puede presentarse como
una neumonia localizada, fistulas mediastinales endobronquiales, asi como una masa
endobronquial, fistulas mediastino-esofagicas con esofagitis, ileitis terminal parecida a
la enfermedad de Crohn, pericarditis, meningitis, endoftalmitis, artritis séptica,
osteomielitis, abscesos cutdneos e infeccion en nddulos linfaticos y mucosa rectal
asociado a sarcoma de Kaposi’. Otras manifestaciones inusuales son: colecistitis,
peritonitis, pseudotumor de apéndice cecal, localizaciones cutaneas, esplénicas,
cerebrales y de médula oOsea; ulceras palatinas y gingivales, artritis séptica,
osteomielitis, endoftalmitis, pericarditis y hemorragias gastrointestinales masivas. El

compromiso cutaneo se produce por diseminacion via hematogena®.

El defecto inmunoldgico subyacente relacionado con la diseminacién es una lisis
alterada de los bacilos fagocitados por macrofagos y respuestas defectuosas en la
produccion de citoquinas: factor de necrosis tumoral (FNT), Interferon y (IFNy),

interleucina 12 (IL-12) °.

Durante la infeccion por MAI se encuentran niveles elevados de IL-1-alfa, IL-6, IL-10,
FNT alfa, receptor soluble tipo II del FNT y el factor transformador de crecimiento

beta®.



En los pacientes con infeccion diseminada por MAI, es posible aislar la bacteria
mediante cultivo de liquidos y tejidos incluyendo sangre, heces, orina, esputo, liquido
cefalorraquideo, médula o6sea, y otros tejidos. En sangre suele recuperarse la

micobacteria hasta en 94% de los casos, heces 61%, esputo 59% 5

El diagnostico convencional de micobacterias tiene como desventajas la baja
sensibilidad y especificidad del analisis microscopico, su limite inferior de deteccion es
de 10* bacilos por mililitro de muestra, y el lento crecimiento de las micobacterias
patogenas en cultivo. Sin embargo, la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
permite la identificacion rapida y especifica de las micobacterias, con un limite inferior
de deteccion que varia de 1 a 100 bacilos por mililitro de muestra'"*’,

La amplificacion de moléculas blanco a un nivel detectable, por la RCP, constituye el
mejor sistema desarrollado para la deteccion de micobacterias. Esta técnica no solo es
altamente sensible y rapida, sino que permite identificar las especies de micobacterias si

se usan los iniciadores especificos''.

La RCP, es una técnica de biologia molecular propuesta en 1985 por Kary Mullis, cuyo
objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular. Esta
técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN. Tras la amplificacion resulta
mucho mas facil identificar con una muy alta probabilidad virus o bacterias causantes

8
de una enfermedad” %,

El proceso de deteccion de un agente infeccioso por amplificacion genética se desarrolla
de manera habitual en tres etapas. La primera consiste en la extraccion y purificacion de
los 4cidos nucleicos del microorganismo de la muestra biologica, seguido de la
amplificacion de un segmento seleccionado del genoma del microorganismo mediante
RCP. Finalmente, en la tercera etapa se lleva a cabo la deteccion de los fragmentos
amplificados en la RCP por electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de

etidio. En general este proceso suele durar aproximadamente 24 horas .

Un obstaculo para la aplicacion de esta tecnologia en nuestro medio ha sido el elevado

costo de la prueba®’.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos 10 afios es evidente el incremento progresivo de infeccion por complejo
MALI, principalmente en pacientes con inmunocompromiso y en particular en pacientes
con SIDA que tienen cuenta de linfocitos T CD4 inferiores a 50 celulas®.

Comunmente es responsable de infecciones diseminadas que afectan a multiples
organos; y en la mayoria de los casos el diagnostico se retarda por el lento crecimiento
del microorganismo en los medios de cultivo. La RCP es una técnica altamente sensible
y rapida para identificar micobacterias **.

En nuestro pais no contamos con informacion epidemioldgica ni de presentacion
clinica en nuestras diferentes areas geograficas que permita valorar su impacto y
comportamiento. Por otro lado no existen bases para la realizacion de protocolos para
la deteccion de MAL

Se realizo la deteccion y diferenciacion del complejo MAI a partir de cepas de pacientes

con SIDA mediante RCP*>?°,

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cudl es la utilidad de la RCP para determinar la prevalencia de infeccion por
Mycobacterium avium e intracellulare en pacientes con SIDA atendidos en el Hospital

de Infectologia “Dr. Daniel Méndez Hernandez” Centro Médico Nacional La Raza?

10



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la utilidad de la RCP para determinar la prevalencia de infeccion por
Mycobacterium avium e intracellulare en pacientes con SIDA atendidos en el Hospital

de Infectologia “Dr. Daniel Méndez Hernandez” Centro Médico Nacional La Raza?

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la prevalencia de infeccion por el complejo MAI por especie.
Determinar la prevalencia de infeccion por el complejo MAI por sitio de afeccion.

Determinar la prevalencia de infeccion por el complejo MAI por género.

i

Determinar la prevalencia de infeccion por el complejo MAI por grupo de edad.

11



MATERIAL Y METODOS

DISENO Y ESTUDIO

Tipo de estudio

Por la manipulacién de la variable: Observacional.
Por la recoleccion de datos: Retrolectivo.

Analisis en el tiempo: Retrospectivo.

Por el nimero de mediciones: Transversal.

Por el nimero de grupos: Descriptivo™.

UNIVERSO

Pacientes con SIDA con cuenta de células CD4 menor o igual a 100.

UBICACION ESPACIO TEMPORAL

Periodo de estudio

Enero de 2007 a enero de 2008

Lugar del estudio
Unidad de Investigacion en Inmunologia e Infectologia, del Hospital de Infectologia

“Dr. Daniel Méndez Hernandez” Centro Médico Nacional La Raza.

ESTRATEGIA DE TRABAJO
Se identificaron cepas de pacientes con diagnostico de SIDA, con cuenta de células
CD4 menor o igual a 100, que fueron identificadas como complejo MAI mediante

hibridacion con sondas de ADN, se les realizo RCP para detectar y diferenciar MAL

MUESTREO
Consecutivo

No probabilistico por conveniencia.
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s POBLACION FUENTE

Todos los pacientes con diagnostico de SIDA con cuenta de células CD4 menor o
igual 100, con cepas identificadas como complejo MAI mediante hibridacion con
sondas de ADN y derechohabientes del IMSS; en el periodo comprendido de enero
de 2007 a enero de 2008.

+ POBLACION ELEGIBLE

Todos los pacientes con diagndstico de SIDA con cuenta de células CD4 menor o
igual 100, con cepas identificadas como complejo MAI mediante hibridaciéon con
sondas de ADN que recibieron atencion médica en el Hospital de Infectologia “Dr.
Daniel Méndez Hernandez” del Centro Médico Nacional La Raza, en el periodo

comprendido de enero de 2007 a enero de 2008.

% POBLACION EN ESTUDIO

Todos los pacientes con diagnodstico de SIDA con cuenta de células CD4 menor o
igual a 100, con cepas identificadas como complejo MAI mediante hibridacion con
sondas de ADN; derechohabientes del IMSS, en el periodo comprendido de enero

de 2007 a enero de 2008 y que reunieron los criterios de seleccion.

< SELECCION DE LA MUESTRA
Todos los pacientes con diagnostico de SIDA con cuenta de células CD4 menor o
igual a 100 y con cepas identificadas como complejo MAI mediante hibridacién con

sondas de ADN, que reunieron los criterios de seleccion.
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< CRITERIOS DE SELECCION DE LAS UNIDADES DE MUESTREO

A. Ciriterios de inclusion

Pacientes de ambos géneros.

Pacientes mayores de 18 afios.

Pacientes con diagndstico de SIDA y cuenta de linfocitos T CD4 menor o igual a
100.

Pacientes con cepas identificadas como complejo MAI mediante hibridacion con
sondas de ADN.

B. Ciriterios de no inclusion

Pacientes con cepas contaminadas.

Pacientes con cepas diferentes al complejo MAL

C. Criterios de eliminacion

Pacientes con cepas del complejo MAI que no cuenten con expediente clinico.

D. Criterios de exclusion.

Pacientes con muestras extraviadas.

Pacientes con muestras contaminadas.

Pacientes con muestras mal procesadas.

< DISENO Y TAMANO DE LA MUESTRA

FORMULA PARA DETERMINAR TAMANO DE MUESTRA

Poblaciones finitas >,

NZo’PQ 750 x 3.84 x 0.02 x 0.98
= , , = = 28.98 =29
8% (N-1) + Zo’PQ 0.0025 x (750 — 1) + 3.84 x 0.02 x 0.98
Donde:
N =750
Z 02005 = 1.96° = 3.8416
P=0.02

Q=1-P=1-0.02=0.98
8% =0.052=0.0025
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Diseiio y descripcion de las caracteristicas de los instrumentos de recoleccion, la
naturaleza de los items, escalas de medicion.

Se utilizaron cepas control de Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare,
que fueron donadas por el laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.

Se recolectaron cepas identificadas como MAI mediante hibridaciéon con sondas de
ADN de los pacientes que reunieron los criterios de seleccion. De acuerdo a las
instrucciones de manufactura, se realizé extraccion de ADN a partir de las cepas en
estudio, y se procesaron con la técnica de RCP con los iniciadores especificos de M.
avium y M. intracelullare. Los controles negativos, con la exclusion del templado de
ADN, asi como los controles positivos se incluyeron. Los productos de la RCP se

revelaron mediante electroforesis en gel de agarosa y tinciéon con bromuro de etidio®”.

M. avium-intracellulare

INICIADORES TAMANO DE BANDA
MAV1 1.3 kb
MAV 2 1.3 kb
MIN 1 1.3 kb
MIN 2 1.3 kb
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REGIONES DE ADN A AMPLIFICAR

Gen Denominacion Secuencia Longitud de
amplificado banda
M. avium MAV 5’-CCT CAA GAC GCATGT CTT CT-3° 141 a 160 pb

5"-ACA GCT CCC TCC CAA AAG GG-3" | 1400 a 1419

pb

M. MIN 5-CCT TTA GGC GCA TGT CTT TA-3’ 130 a 149 pb

intracellulare 5’- GCA CAG CTC CCT CCC AAG GG-3" 1389 a 1408
pb

PERFIL TERMICO DE PCR PARA M. avium-intracellulare
ETAPA TEMPERATURA TIEMPO (min) CICLOS
PCR °O)

Desnaturalizacion 94 1 40

Alineamiento 55 2

Extension 72 6

Extension final 72 15 1

EXTRACCION DE ADN

LISIS Y HOMOGENIZACION DE LA MUESTRA

1. Colocar 500 pl de muestra en un tubo Eppendorf 1.5mL. Adicionar 500ul de trizol y

homogenizar en el agitador.

2. Incubar las muestras homogenizadas a temperatura ambiente durante 10 minutos.

SEPARACION DE FASES

3. Adicionar 100ul de cloroformo. Tapar los tubos y agitar. Incubar a temperatura

ambiente 2 a 3 minutos.

4. Centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

5. Separar la fase acuosa que contiene ARN.
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PRECIPITACION DEL ADN

6. Precipitar el ADN de la interfase y la fase organica con etanol. Adicionar 150 ul de
etanol al 100%. Mezclar por inversion.
7. Incubar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 7500 rpm durante Sminutos a 4°C.
LAVADO DE ADN

9. Lavar el boton del ADN con una solucion de citrato de sodio 0.1M en etanol al 10%
utilizar 500ul para cada lavado.
10. En cada lavado incubar 30 minutos a temperatura ambiente mezclando.

11. Centrifugar a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Eliminar el sobrenadante.
PRECIPITACION DEL ADN CON ETANOL AL 70%

12. Resuspender al ADN con 800pl de etanol al 70%.

13. Incubar a temperatura ambiente 10 a 20 minutos mezclando periddicamente.

14. Centrifugar a 7500 rpm por 5 minutos a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

Si el sedimento es muy grande o contiene grandes cantidades de material no ADN, se
requiere darle otro lavado con citrato de sodio 0.1M (>200ul de ADN).

15. Secar el ADN en la centrifuga de vacio durante 11 minutos a 45°C.

16. Resuspender con 50 o 100ul de NaOH a concentracion de 8 mM. Tomar
posteriormente 8ul de la muestra resultante.

17. Incubar 20 minutos a 65°C.

ESTIMAR LA CONCENTRACION DE ADN

18. Alicuotar 20pul en tubos Eppendorf 'y rotularlos.
19. Congelar a -20 °C.
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CUANTIFICACION DE CONCENTRACION DE INICIADORES PARA
MYCOBACTERIAS

Iniciadores: MAV1, MAV2, MIN1, MIN 2.

Los iniciadores liofilizados se resuspenden con 500 ul de agua libre de nucleasas, se

agitan vigorosamente hasta su completa disolucion.

1. Diluir 1:100 para tener un volumen final de 500 pul de cada uno (5ul de iniciador
mas 495 ul de agua destilada).

2. Incubar 20 minutos a 56 °C.

3. Leer la absorbancia a 260nm.

4. Calcular la concentracion en mg/ml con la siguiente formula:

ug/ml = (Abs a 260 nm) (Dilucién) (40)

Para calcular el volumen que contiene 20 pmol (concentracion recomendada).

** (40) es el factor para ADN de cadena sencilla.

**(50) es el factor para ADN de cadena doble.

20 pmol = VOLUMEN QUE SE DESEA PREPARAR

[ pg/ml ] [0.008]
0.008= Factor
5. Congelara -20 °C.

METODO DE RECOLECCION DE DATOS

A partir de la recoleccion de cepas del complejo MAI, se efecttio la revision de los
expedientes clinicos correspondientes para el llenado de una cédula de recoleccion de
datos por cada paciente que fue ingresado en el estudio, disefiada ex profeso, y que
incluyo aspectos demograficos, clinicos, de laboratorio, tipo de muestra clinica de
donde se obtuvo el aislamiento de MAL

Después de la realizacion de la RCP se registrd la especie de micobacterias

identificadas.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se capturaron en el paquete Excel y se analizaron mediante estadistica
descriptiva (frecuencias absolutas y frecuencias relativas), medidas de tendencia central

(promedio) y de dispersion (desviacion estandar).



RESULTADOS

Se obtuvieron 18 cepas de pacientes con MAIL: 17 (94.4%) correspondian al género
masculino y uno (5.6%) al femenino. La edad promedio fue 39.6 afos + 10.6 y la
frecuencia mayor se ubico en el grupo etireo de 40 — 49 anos con seis (33.3%)

pacientes. Figura 1.

35+ N=18

30

25

20

Porcentaje

15+

10

20-29 30-39 40 - 49 50 - 59 60 - 69

Figura 1. Pacientes con MAI por grupo etareo

El peso promedio fue 56.9 kilogramos + 12.1, la talla promedio fue 1.70 metros + 0.10.

La ocupacion més comunmente referida fue empleado por cinco (27.8%) pacientes,

seguido por servidor publico con cuatro (22.2%). Figura 2

La patologia agregada mas comun fue la candidosis oral y/o esofagica con 17 (94.4%)

pacientes, seguida por la neumonia/neumonitis con siete (38.9%). Figura 3
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Figura 3. Pacientes con MAI por patologia agregada
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Los principales signos y sintomas encontrados fueron: fiebre en 18 (100%) pacientes,
seguidos por pérdida de peso en 17 (94.4%), fatiga y malestar general en 16 (88.8%).
Cuadro I

Cuadro I. Principales signos y sintomas referidos por los pacientes con MAI.
(expresados en %)

Fiebre 100 Cianosis 61.1
Diaforesis 55.6 Perdida de peso 94.4
Fatiga 88.9 Linfadenopatia 55.6
Anorexia 72.2 Hepatomegalia 77.8
Diarrea > 2 semanas 55.6 Disnea 55.6
Dolor abdominal 66.7 Esplenomegalia 50
Nausea 50 Cefalea 16.7
Malestar general 88.9 Dermatosis 38.9
Sindrome anémico 66.7 Tos productiva 61.1
Vomito 61.1

El 61.1% se encontraron con bajo peso, el 27.7% con peso normal y el 11.1% tuvieron

sobrepeso.

H bajo peso
B peso normal

sobrepeso

Figura 4. Registro ponderal .

Los valores promedio de las siguientes determinaciones de laboratorio fueron:
hemoglobina 9.9 mg/dl + 2.2, leucocitos 3801.7 + 2409.9, CD4 15.9 + 14.2 y carga viral
470415.7 +235853.0. Cuadro I1 y figura 4
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Cuadro II. Valores promedio y desviacion estandar de las
determinaciones de citometria hematica, CD4 y carga
viral. (expresados en %)

Hemoglobina
Hematocrito
Leucocitos
Neutrofilos
Linfocitos
Plaquetas

CD 4 células/ul
Carga viral

Promedio
9.9
29.0
3801.7
2675.4
783.9
252733.3
15.9
470415.7

Desviacion estandar

2.2
5.6
2409.9
2031.5
576.8
143316.9
14.2
235853.0
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La forma de presentacion mas frecuente fue la diseminada en 13 (72.2%) pacientes, y
los o6rganos mas afectados por MAI en orden de frecuencia fueron: pulmoén con 13

(72.2%) pacientes, higado y médula 6sea con 10 (55.6%) pacientes. Cuadro III

Cuadro III. Organos afectados en pacientes con MAI
(expresados en %)

Pulmén 77.2
Ganglios 44 .4
Médula 6sea 55.6
Bazo 44 4
Higado 55.6
Sistema nervioso central 16.7
Digestivo 44 .4
Piel y tejidos 5.6
Diseminado 72.2

LECTURA DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

Mycobacterium avium 18 pacientes 100%
Mycobacterium intracellulare 0 pacientes 0%

Gel de agarosa con las bandas de 1300 pb

Mt 1 2 3 4 CN

pb

1500

1000
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El hemocultivo fue la muestra que proporciond el mayor porcentaje de aislamientos

positivos con 10 (55.6%) casos. Cuadro IV

Cuadro IV. Aislamiento de MAI por sitio de toma de muestra.
(expresados en %)

Hemocutivo 55.6
Mielocultivo 38.9
Ganglio 11.1
Liquido cefalorraquideo 5.6
Tracto respiratorio 27.8
Biopsia tubo digestivo 11.1

En la telerradiografia de torax; 14 (77.7%) pacientes presentaron alteraciones,
predominando el infiltrado micro y macronodular en 12 (66.6%) casos e infiltrado
reticular en 2 (11.1%) casos. Cuatro (22.2%) pacientes tuvieron resultados normales

(11.1%). Cuadro V.

Las pruebas de funcion hepatica y la quimica sanguinea estuvieron dentro de pardmetros

normales. Cuadro VI

Cuadro V. Principales hallazgos radiologicos en los pacientes con MAI
(expresados en %)

Normal 22.2
Infiltrado intersticial diseminado micro y macronodular 77.7
Infiltrado reticular bilateral 11.1
Infiltrado alveolar 11.1
Consolidacion de 16bulo inferior izquierdo 5.6
Infiltrado intersticial bilateral + derrame pleural 5.6
Infiltrado instersticial bilateral difuso 5.6
Infiltrado instersticial focos multiples 5.6
Infiltrado intersticial micronodular bilateral 5.6
Infiltrado reticulonodular y caverna apical derecha 5.6
Neumonia de focos multiples 5.6
Sin diagndstico radiologico 11.1
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Cuadro VI. Valores promedio y desviacion estandar de
pruebas de funcion hepatica y quimica sanguinea en

pacientes con MAI

DHL

F. alcalina

A. trico

BT

BD

BI

GGT

ALT

AST
Triglicéridos
Proteinas totales
Albumina
Globulinas
Relacion A/G
Colesterol
Glucosa
Urea
Creatinina

Promedio

351.7
234.8
5.5
0.6
0.3
0.3
587.8
35.1
39.0
189.2
59
3.2
2.9
1.1
131.5
93.1
37.7
1.0

2343
119.7
24
0.3
0.2
0.2
536.3
252
28.0
534
1.2
0.5
0.8
0.2
37.3
26.6
36.4
0.5

Desviacion estandar

Un alto porcentaje (72.2%) del total de pacientes, presentd infeccion por MAI en los

primeros cinco afios después de establecido el diagndstico de VIH.

Porcentaje

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

5.00

¢.00

Figura 6. Periodo entre el diagnéstico de VIH y la infecciéon por MAI
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Del total de la muestra, el mayor nimero de pacientes recibia tratamiento antirretroviral antes

del diagnostico de MAL

Se identifico el registro de 3 defunciones, los casos restantes se desconocen por cambio

de hospital de atencion.

=S mNo

Figura 8. Defunciones

27



DISCUSION

Los organismos del complejo MAI son ubicuos en el medio ambiente. Mycobacterium
avium es el agente etiologico en mas del 95% de los pacientes con SIDA que

desarrollan enfermedad diseminada por MAL *°

Las infecciones causadas por MAI a diferencia de la tuberculosis, no son reportadas
estrictamente a las autoridades de salud publica en Estados Unidos ni en otros paises
como México, por lo tanto, su prevalencia exacta en diferentes areas geograficas es

L3
desconocida.

En el presente trabajo, se estudiaron 18 pacientes con cepas de MAI identificadas
previamente mediante hibridacion con sondas de ADN y con diagnostico de SIDA, y en
el 100% de los pacientes se identifico mediante RCP Mycobacterium avium como
causa de enfermedad, situacion semejante a la reportada por Murcia y colaboradores
quienes aislaron M. avium en cuatro de ocho pacientes estudiados, sin haber identificado

M. intracellulare en ningln caso. °'

Con relacion al género y el grupo etareo, los
resultados concuerdan con lo reportado en la literatura. ** Al igual que con los drganos

afectados.

En cuanto al recuento de CD4 estas se ubicaron muy por debajo de 100 células/pl,
factor de riesgo para la adquisicion de MAIL ** En general las determinaciones del

. ., .. . 34
laboratorio también coinciden con los reportes publicados.

Los hallazgos radiologicos son semejantes a los descritos por Jacobson. >

Al considerar la infeccion por MAI en pacientes con SIDA vy tener acceso a pruebas de
laboratorio como la RCP, sin duda nos permiti6 confirmar el diagndstico en una
proporciéon superior a lo referido por otros autores. >> En la serie de pacientes
estudiados, en todos se documento la existencia del complejo MAI; En el 72.2% de los
pacientes el diagnostico de VIH se establecio antes de 2002, hecho que contradice lo
referido por Karakousis et al quienes refieren que una condicion a favor de MAI es

haber sido diagnosticado con SIDA antes de 1986. *°
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Es recomendable continuar la busqueda sistematica de MAI en pacientes con SIDA para
estar en posibilidades de determinar fehacientemente su magnitud, de tal forma que el
personal de salud esté alerta y desarrolle una conducta anticipada para el diagnéstico de
MAI. Sin duda el seguimiento de los pacientes con MAI posibilitard dimensionar
apropiadamente la prevalencia de MAI entre los pacientes atendidos en nuestro hospital.
Por lo anterior, se sugiere continuar con la linea de investigacion acerca de MAI en
nuestra poblacion, implementando la RCP como prueba de diagnostico temprano a
partir de muestras clinicas de pacientes para detectar y diferenciar MAI en las primeras
72 horas del procesamiento de muestras clinicas y asi ofrecer tratamientos oportunos a
los pacientes, lo que a largo plazo justifica el mayor costo de la RCP puesto que
disminuira la estancia hospitalaria, el uso de terapia empirica diversa y tendra impacto
en el diagnostico y terapéutica tempranos asi como la curacidon anticipada de los

pacientes.
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CONCLUSIONES

l.
2.
3.

L © N

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Se detectd Mycobacterium avium en las dieciocho cepas estudiadas.

No se identifico en ninguna cepa Mycobacterium intracellulare.

El género masculino predomind en el 94.4%.

El grupo etareo prevalente correspondié al intervalo de 40 — 49 afos, con un
promedio de 39.1 afios.

La fiebre, pérdida de peso y hepatomegalia fueron los signos encontrados con mayor
frecuencia.

La fatiga y malestar general fueron los sintomas encontrados con mayor frecuencia.
La enfermedad diseminada fue la forma de presentacion clinica mas frecuente.

El aparato respiratorio, higado y médula 6sea fueron los sitios mas afectados.

El hemocultivo fue la muestra de donde se obtuvo el mayor numero de aislamientos

de MAL

. La candidosis oral y/o esofagica se encontr6 importantemente asociada a MAL

. La disminucion en la hemoglobina, elevacion de la fosfatasa alcalina y linfocitos T

CD4 bajos son los parametros de laboratorio mayormente alterados.

El recuento de linfocitos T CD4 fue inferior a 60 células/ul con un promedio de
15.9.

El infiltrado diseminado micronodular/macronodular e infiltrado reticular fue el
hallazgo radioldgico mas frecuente.

La presencia de infecciones oportunistas previas y la disminuciéon de CD4 por
debajo de 50 incrementan el riesgo de enfermedad por MAL

Las infecciones oportunistas dificultan el diagnéstico de MAI por la sobreposicion
de signos y sintomas.

De acuerdo a la Clasificacion de Infeccion por VIH, el total de los pacientes se
estadificaron en categoria clinica C3.

Se registraron tres defunciones y el resto de los casos se desconocen por haberse
derivado a otro hospital.

La infeccion por Mycobacterium avium se facilitdé por la ausencia de profilaxis en
pacientes de alto riego.

La RCP demostro6 ser tutil en el 100% de los casos al identificar y diferenciar las

cepas estudiadas en forma rapida y precisa.
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ANEXO: FORMATO DE CAPTURA DE DATOS

DETECCION Y DIFERENCIACION DEL COMPLEJO Mycobacterium avium-
intracellulare  EN  CEPAS DE PACIENTES CON SINDROME DE
INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA MEDIANTE REACCION EN CADENA DE
POLIMERASA.

Fecha de llenado No. de cama

Nombre del paciente

Afiliacion Edad Sexo

Ocupacion Lugar de residencia

Talla Peso

1. El diagnostico del paciente ademas de SIDA ;Incluye otra patologia?
Si() No( )

Cual (es)
2. Fecha de infeccion por VIH
3. Condicion definitoria de SIDA

4. Tiempo de Evolucion del Diagnostico de SIDA  a la fecha:
a.)de 0 al ao.

b.) De 1 a2 afios.

c.) De 2 a3 afios.

d.) De 3 a 5 afios.

e.)De 5 a 10 afios.

f.) Méas de 10 afios

5. Tratamiento ARV que recibe.

6. Estadio de SIDA

7. Manifestaciones clinicas:

Fiebre ( ) Diaforesis nocturna ( ) Fatiga( ) Anorexia( ) diarrea de 2 o mas sem
( ) Dolor abdominal ( ) Nausea ( ) VoOmito ( ) Malestar general ( )  Sx.
anémico ( )

8. Exploracion fisica:

Pérdida de peso ( ) Linfadenopatia ( ) Hepatomegalia
()

Esplenomegalia ( )  Otros:
9. Datos de laboratorio:

Hemoglobina Hematocrito Leucocitos
Neutrofilos Linfocitos Plaquetas
Albiimina Fosfatasa alcalina CD4

Carga viral

10. Sitios de Afeccion:

Pulmén ( ) Ganglios ( ) Médula Osea ( ) Bazo ( ) Higado ( ) Sistema Nervioso( )

Aparato Digestivo ( ) Hueso ( ) Piel y tejidos blandos ( ) Sistema Urinario ( )

Diseminada ( )

Otros

11. Tipo de muestra:

12. Resultados RCP:
M. avium () M. intracellulare () Negativo ( )
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