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Titulo de tesis

“DETECCION Y DIFERENCIACION DEL COMPLEJO MAC EN SUERO DE PACIENTES
CON SIDA Y MICOBACTERIOSIS DISEMINADA MEDIANTE PCR”

RESUMEN

Introduccion. Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare forman
parte del Complejo Mycobacterium avium-intracellulare (MAC) y causan formas
diseminadas en 25 a 50% de los pacientes adultos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). MAC es responsable de infecciones
diseminadas que afectan a multiples érganos con una cuenta de linfocitos T CD4
menor a 70 y en la mayoria de los casos se retrasa el diagndstico por el lento
crecimiento de las micobacterias en los medios de cultivo. La PCR es una técnica
altamente sensible y rapida para identificar micobacterias atipicas, permitiendo la
identificacion rapida y especifica de estas, permitiendo el oportuno y temprano
tratamiento.

Objetivo. Determinar la utilidad de la PCR para la detecciéon del complejo
Mycobacterium avium e intracellulare en pacientes con sospecha de enfermedad
diseminada con sindrome de inmunodeficiencia adquirida atendido en Hospital de
Infectologia C.M.N. La Raza.

Material y métodos. Estudio observacional, analitico, prospectivo y
transversal que incluye a pacientes con SIDA que acudieron al Hospital de
Infectologia C.M.N. La Raza con una cuenta de células de linfocitos T sub
poblacién CD4/uL igual o menor a 70 y con sospecha clinica de micobacteriosis
diseminada, entre el periodo de abril a noviembre del 2009. Se evalu6 mediante la
PCR en sangre periférica y aspirado de medula 6sea para la identificacion de
MAC.

Resultados. El universo de estudio lo conformé 24 pacientes en fase de
SIDA y con sospecha de micobacteriosis diseminada a su ingreso, de los cuales 5
(21%) son mujeres y 19 (79%) hombres. La edad promedio fue de 35 afios. La
cuenta de sub poblacion de linfocitos minima de 1 y maxima 66, con una media de
23 CD4/uL. Sélo el 9 (35%) eran de reciente diagnostico para VIH. El cuadro
clinico identificado al término del estudio clinico del paciente, por frecuencia fue de
Pneumocistosis, Tuberculosis pulmonar y las neuroinfecciones. Se identificd
M avium por medio de la PCR en 3 pacientes en sangre periférica y de estos 2
por aspirado de medula 6sea. De los tres casos identificados como M avium, su
cuentan de linfocitos CD4/uL es de 10/11/15.

Conclusiones. Demostré ser Uutil la identificacion por medio de la PCR de
M avium, para diferenciar de otras micobacteriosis, ya que no se cuenta con
ningun otro tipo diagnostico de forma precisa y rapida.

Palabras clave: Mycobacterium avium e intracellulare (MAC)
NUmero de paginas: 56




ANTECEDENTES

La tuberculosis es un gran problema de salud publica a nivel mundial, se ha
estimado por la Organizacion Mundial de la Salud que afecta a la poblacién
mundial en una proporcion de uno de tres, afecta a mas de 2 billones de personas
en toda la urbe’. La gran mayoria de los casos se presenta por frecuencia en 22
paises, China y la India contribuyen en mas de 3 millones de casos por afio, esta
incidencia prevalece en los paises pobres?.

La epidemiologia de la infeccion y la enfermedad por Micobacterias no
tuberculosis (MNT) en general es dificil de describir y precisar por diversas
razones, la primera y mas importante es que no se reportan de manera oficial, la
segunda por que genera confusion para su identificacion y aislamiento. La falta de
consenso sobre la definicion de un sindrome clinico causante de MNT, ha dado
pauta a una gran heterogeneidad de reportes y serie de casos de esta condicion.
Los resultados han sido inciertos sobre la verdadera epidemiologia de la
enfermedad. Recientemente la ATS a reportado que en las ciudades
industrializadas, las MNT se encuentran presente en un numero de 1 a 1.8 por
100,000 habitantes, y los laboratorios de microbiologia el aislamiento se ha vuelto
mas frecuente que M. tuberculosis®*®. En los Estados Unidos el niimero infeccién
por tuberculosis es de 4.6 por 100 000 habitantes, sin embargo se ha visto
discrepancia entre el numero de cultivos positivos para MNT y el niumero de
pacientes diagnosticados con la enfermedad®. Un reciente estudio basado en intra
dermo reaccion con antigeno para MNT, se encontré que 1 de 6 norteamericanos
a estado en contacto con alguna MNT®.

Las Micobacterias no tuberculosis (MNT) es el termin6 que se ha empleado
para distinguir a las micobacterias ambientales de las micobacterias que causan
lepra (M. leprae) y tuberculosis (M. tuberculosis)®. Las MNT son micro organismo
del medio ambiente que se encuentran tanto en el agua libre como en la
almacenada. También se encuentran en el suelo, polvos, flora, animales y
alimentos’™**. Las micobacterias se benefician de la cloracién o zonificacién del
agua que elimina a otras bacterias de crecimiento mas rapido, que compiten 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 a su resistencia a la cloracién’®. En Europa
y Estados Unidos de Norteamérica, el complejo Mycobacterium avium-
intracellulare (MAC) es la causa mas comun de enfermedad pulmonar por MNT.
Otras especies también se han encontrado asociados con menor frecuencia: M.
cansasii, M. fortuitum, M. scrofulaceum , M. chelonae, M. gordonae, M. xenopi, M.
asiaticum, M. flascens, M. malmoense, M. szulgai, M. haemophilum, M. simiae, M.
genavence 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 los Estados
Unidos y en otros paises como México, por lo tanto, su prevalencia exacta en
diferentes areas geograficas es desconocida™.

El advenimiento de tratamientos efectivos para la tuberculosis en la década
de los 50" y con el aislamiento de micobacterias comenzaron a ser cultivadas de
manera rutinaria y se reconocié que algunos de los casos eran debido a infeccién
por MNT. 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), reportan en 1979 a 1980 que un
tercio de los aislamientos de micobacterias eran MNT. En Filadelfia entre la
década de los 80 la prevalencia del MNT se incremento. La proporcion entre los
aislamientos de TB con respecto a los MNT disminuyo de 3.2:1 entre 1976 a 1981
a 1:1.6 entre 1986 a 1991 en un hospital comunitario del sur de California. El
complejo MAC es la MNT mas comun aislada a partir del esputo y especimenes
pulmonares™.

Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare forman parte del
Complejo Mycobacterium avium-intracellulare (MAC por sus siglas en inglés) y
causan formas diseminadas en 25 a 50% de los pacientes adultos infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que no habian recibido tratamiento
antirretroviral (ARV)™®.

Hay mas de 120 especies de micobacteria identificadas que causan
enfermedad en el humano'®*?. Mycobacterium avium-intracellulare (MAC) y
M.kansasii actualmente son las méas frecuentes causantes de enfermedad en el
humano®?2. A diferencia de M. tuberculosis y M. leprae, las MNT son organismos
de vida libre y solamente son patdgenos 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 transmisién sea de persona a persona>. Cominmente
causan infecciones de la piel, tejidos blandos, linfadenitis, enfermedad pulmonar y
originan infecciones diseminadas en pacientes con SIDA" 3%,

Con excepcion de las enfermedades y tejidos blandos, la entrada principal
de MNT que causan enfermedad pulmonar diseminada y en otras localizaciones
son las vias gastrointestinales y respiratorias. Los factores de riesgo para
desarrollar la infeccion por MNT son varios: el primero relacionado a condiciones
medicas coexistentes que afectan las barreras naturales o al sistema inmune
como el HIV; el segundo tiene que ver con el ambiente laboral o de vida; el tercer
corresponde al ambito demografico donde se a 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 M. avium. A



menudo este fenémeno demografico esta asociado a varias condiciones
predisponentes como anormalidades toracicas y enfermedades del tejido
conectivo. Es importante enfatizar que el desarrollo de infecciones causadas por
MNT pueden manifestarse sin obvias condiciones predisponentes® %%,

La prevalencia de Tuberculosis ha disminuido en paises desarrollados por
estandares efectivos de control, pero la proporcion de la enfermedad por MNT se
ha incrementado en los dltimos afios?’.

La frecuencia por la enfermedad de MNT usualmente se estima a partir del
ndmero de cultivos positivos?®. Los reportes de laboratorio han mostrado
incrementos en el nimero de MNT aislados. El uso de medios liquidos y sélidos
para el cultivo de micobacterias a incrementado el diagnostico de infeccion por
MNT a partir de muestras humanas®. Dependiendo del tiempo para producir
colonias visibles en medios de cultivos sélidos, ya sean en menos de 7 o mas de 7
dias, la 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 acido
nucleicos, la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR), cromatografia liquida de
alta resolucion (CLAR) y secuenciacion de &cidos nucleicos®" 32,

El analisis del polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion
(PLFR) puede ser utilizado para identificar todas las especies de MNT. El PLFR y
PCR han ayudado a distinguir a los miembros del complejo MAC de las especies
estrechamente relacionadas, tales como Mycobacterium escrofulaceun y pueden
distinguir entre los miembros de MAC: M. intracellulare y M. avium y sus sub
especies; M. avium, M.avium selbaticum que infecta a los pajaros, M. avium
paratuberculosis responsable de enfermedades del sistema reproductor, glandulas
mamarias e intestinales en los rumiantes domeésticos y salvajes, M. hominissuis el
cual causa las infecciones micobacterianas en humanos y puercos®°,

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es también un método
confiable para distinguir las especies de micobacterias. Diversos estudios han
corroborado su utilidad con una especificidad del 70-95% segun la especie. En un
estudio comparativo con sondas de ADN se reporto un 100% de especificidad y
99% de sensibilidad a favor del tltimo para la identificacién de M. tuberculosis®®.

Un estudio comparativo reciente de CLAR y PCR encontré con resultados
discrepantes en 14% de 83 muestras de MNT; la discrepancia en el 4% de los
casos fue debida a infeccién polimicobacteriana®’.



Las técnicas de hibridacion de sondas de acidos nucleicos son altamente
sensibles. La identificacion de micobacterias mediante la secuenciacion de 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 util en los casos donde cualquier combinacion de los métodos
arriba mencionados no provee una identificacion confiable de las micobacterias
aisladas®.

La carencia de reportes sobre la enfermedad causada por MNT son
principalmente en paises en desarrollo, esta 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 aun 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 estd limitado solamente a aquellos con
manifestaciones clinicas y radiologicas de tuberculosis. En contraste, en los
Estados Unidos el examen bacterioldgico es tan ampliamente solicitado por el
médico que solo alrededor de 5% de los paciente resulta 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, sin embargo se le considera el
estandar de oro en el diagnostico de las micobacterias?®®.

Las micobacterias constituyen uno de los principales problemas de salud en
pacientes con SIDA. Los agentes etiolégicos mas importantes pertenecen al
complejo MAC, detectados en 50% de los casos durante la fase tardia de la
enfermedad o en la autopsia. Mycobacterium tuberculosis se le adjudica un efecto
sinérgico con el virus de la inmunodeficiencia humana®.

Antes de la epidemia de SIDA, solo habia registrado en la literatura 78
casos de micobacteriosis diseminadas’. La diseminacién del complejo MAC solo
se encuentra reportada en 37 casos, sin embargo MAC se convirti6 en una
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 6rganos del sistema reticulo endotelial, medula 6sea,
nédulos linfaticos, pulmén, higado, bazo, intestino, piel, rifion y cerebro” ** 2. En
América Latina y el Caribe hay reportes que varian del 4% al 14%".

El grupo de micobacterias conocido como complejo MAC pertenece al
género Mycobacterium no tuberculosas o ambientales. El pH 6ptimo de desarrollo,
en laboratorios oscila entre 5 y 5.5. Este complejo incluye Mycobacterium
intracelluare y Mycobacterium avium, subespecies M. avium, subespecies M.
avium avium, M. avium paratuberculosis y M. avium silvaticum*® *> %,



Los residuos de oligosacaridos 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 gram positivos, acido-alcohol resistente y aerobios.
Estan encuadrados en el grupo lll de la clasificacibn de Runyon, esto por su
crecimiento lento y no foto cromégenos'® *°. El cuadro clinico de la diseminacion
sistematica de MAC se definié hasta el advenimiento del SIDA* *°,

Se considera actualmente que las vias de infeccion principales son a través
del tracto gastrointestinal y respiratorio® ** 3,

El principal factor de riesgo para la infeccién por MAC en los pacientes con
SIDA es la alteracion de la inmunidad celular medida por los niveles de los
linfocitos T CD4. La infeccion por MAC ocurre raramente en pacientes con cuentas
de linfocitos T CD4 mayores de 100 celulas™. Nuestro grupo de trabajo encontrd
la presencia de MAC con una cuenta inferior de linfocito T CD4 menor a 70>,

La infeccion por MAC se manifiesta como una enfermedad diseminada en
los pacientes con estadios avanzados de VIH que presentan un recuento de
linfocitos T CD4 inferior a 50 células®’>>°%>1>* E| cuadro clinico se presenta con
frecuencia por fiebre, pérdida de peso, anorexia y escalofrios nocturnos®. La
incidencia de la infeccion por MAC se correlaciona con la supervivencia de los
pacientes a partir del diagnostico de SIDA. Asi, la incidencia de la bacteriemia por
MAC es del 21% al afio, del 43% a 2 afos y del 50% a 2.5 aflos en estudios
realizados en Estados Unidos; por otro lado la incidencia de MAC, un afio después
del diagnostico de SIDA es de 3% en pacientes con cuentas de linfocitos entre 100
y 199 células™®. Actualmente la incidencia de pacientes con SIDA con infeccién
por MAC se ha presentado en un rango de 10.5% a 21.6% en algunas ciudades
de los Estados Unidos, comparado con el 2.4% y 2.6% en Trinidad y Kenia
respectivamente® .

No esta bien definido el porqué los pacientes con SIDA son tan susceptibles
a la infeccion diseminada por MAC, 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 intracelular de Mycobacterium avium*® .

Los signos y sintomas clinicos asociados con la infeccién diseminada por
MAC 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 o0 manifestarse como empeoramiento
de una enfermedad previa.

Los hallazgos a la exploracion fisica frecuentemente que se presentan son
fiebre, caquexia con o sin manifestaciones a la exploracién de toérax, linfadenopatia
intra abdominal o hepato esplenomegalia. La elevacion persistente de la fosfatasa
alcalina hepatica es muy frecuente y se ha considerado como un indicador
sensible para la infeccién diseminada por MAC?" %,

Mycobacterium avium se ha identificado como la causa més frecuente de
MNT con afeccién pulmonar a nivel mundial®* *°*3, MAC puede causar linfadenitis
(usualmente en nifios), afeccion en tejidos blandos y enfermedad diseminada en
pacientes inmuno suprimidos por VIH con SIDA**7,

La infeccibn por MAC 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 e ileitis terminal parecida a la enfermedad de Crohn,
pericarditis, meningitis, endoftalmitis, artritis séptica, osteomielitis, abscesos
cutaneos e infeccién en nédulos linfaticos y mucosa rectal asociado a sarcoma de
Kaposi'®. Otras manifestaciones inusuales son: colecistitis, peritonitis, pseudo
tumor de apéndice cecal, localizaciones cutaneas, esplénicas, cerebrales, y de
medula ésea; ulceras palatinas y gingivales, artritis séptica, osteomielitis,
endoftalmitis, pericarditis y hemorragias gastrointestinales masivas. El compromiso
cutaneo se produce por diseminacién via hematogena®.

El defecto inmunoldgico subyacente relacionado con la diseminacién es una
lisis alterada de los bacilos fagocitados por macréfagos y respuestas defectuosas
en la produccion de citoquinas: factor de necrosis tumoral (TNF), Interferon
gamma (IFNy), Interleucina 12 (IL-12)*°.

Durante la infeccion por MAC se encuentran niveles elevados de IL-1alfa,
IL-6, IL-10, TNF alfa, receptor soluble tipo Il del TNF y el factor transformador de
crecimiento beta.

En los pacientes con infecciones diseminadas por MAC, es posible aislar la
bacteria mediante cultivo de liquidos y tejidos incluyendo sangre, heces, orina,
esputo, liquido cefalorraquideo, medula ésea, y otros tejidos. En sangre suele
recu;2)4eg€1rse la micobacteria hasta en 94% de los casos, heces 61%, esputo
599%" °~.



El diagnostico convencional de micobacterias tiene como desventajas la
baja sensibilidad y especificidad del analisis microscépico, su limite inferior de
deteccion es de 10 000'? bacilos/mL de muestra, y el lento crecimiento de las
micobacterias patdgenas en cultivo. Sin embargo, la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) 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 amplificacibn de moléculas blanco a un nivel detectable, por la PCR,
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 PCR 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 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 acidos nucleicos del microorganismo de la muestra
bioldgica, seguido de la amplificacion de un segmento seleccionado del genoma
del microorganismo mediante PCR. Finalmente, en la tercera etapa se lleva a
cabo la deteccién de los fragmentos amplificados en la PCR por electroforesis en
gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio. En general este proceso suele
durar aproximadamente 24 horas>>.

Un obstéculo para la aplicacién de esta tecnologia en nuestro medio ha sido
el elevado costo de la prueba.



JUSTIFICACION

La carencia de reportes sobre la enfermedad causada por micobacterias no
tuberculosis (MNT) principalmente en paises en desarrollo, esta relacionada a los
esfuerzos insuficientes para identificar a estos agentes. Afectando a la poblacion
econémicamente productiva®®. En algunas areas de estos paises, el examen de
muestras de laboratorio esta limitado a microscopia directa y la realizacion del ZN
de muestras de esputo, aun en donde el cultivo es rutina de los protocolos de
laboratorio, los médicos pueden no estar alerta de esta patologia. EI nUmero de
pacientes sujetos a tal examen esta limitado solamente a aquellos con
manifestaciones clinicas y radiologicas de tuberculosis. En contraste, en los
Estados Unidos el examen bacteriolégico estd ampliamente solicitado por el
médico que solo alrededor de 5% de los pacientes resulta como positivos para
micobacteria no tuberculosis. 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, siendo el estdndar de oro para
el diagnostico de las micobacterias?.

Antes de la epidemia de SIDA, solo habia registrado en la literatura 78
casos de micobacteriosis diseminada’. La diseminacién del complejo MAC solo se
encuentra reportada en 37 casos, sin embargo el complejo MAC se convirtié en
infeccidon oportunista 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, medula 6sea, nddulos
linfaticos, pulmoén, higado, bazo, intestino, piel, rifién y cerebro” ' *2. En América
Latina y el Caribe hay reportes que varian del 4% al 14%".

En los ultimos 10 afios es evidente el incremento de infecciones por
complejo MAC, principalmente en pacientes con inmuno compromiso y en
particular en pacientes con SIDA que tienen cuenta de linfocitos T CD4 inferiores a
50 células™® “% >,

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

En nuestro pais no contamos con informacién epidemioldgica ni de la
presentacion clinica en nuestras diferentes areas geogréficas que permita valorar
Su impacto y comportamiento.



El diagnostico convencional de micobacterias tiene como desventajas la
baja sensibilidad y especificidad del analisis microscépico, su limite inferior de
deteccion es de 10 000 bacilos/mL* de muestra, y el lento crecimiento de las
micobacterias patégenas en cultivo. Sin embargo la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) permite la identificacion répida y especifica de las
micobacterias, con un limite inferior de deteccion que varia de 1 a 100 bacilos por
mililitro de muestra®” ®. Por otra parte una oportuna y temprana identificacién del
agente permite un tratamiento de eleccién, lo que permitird al clinico una temprana
intervencion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos 10 afios es evidente el incremento progresivo de infeccion
por complejo MAC, principalmente en pacientes con inmuno compromiso y en
particular en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida que tienen
una cuenta de linfocitos T CD4 inferiores a 50 celulas® “°.

El complejo MAC es responsable de infecciones diseminadas que afectan
a multiples 6rganos, y en la mayoria de los casos el diagndéstico se retarda por la
técnica de diagnostico microbiolégico de cultivo convencional. La PCR es una
técnica altamente sensible y rapida para identificar micobacterias®.

En nuestro pais no se cuenta con informacién epidemiologica ni de
presentacion clinica, que permita valorar su impacto y comportamiento, por otro
parte no se cuenta con estudios previos para la deteccion de complejo MAC.

Realizamos la identificacion por medio de PCR del complejo
Mycobacterium avium e intracellulare en los pacientes con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida con sospecha de enfermedad por micobacteriosis
diseminada® **.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Es de utilidad la PCR para la deteccion del complejo Mycobacterium avium
e intracellulare, en suero de los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida con sospecha clinica que acuden al Hospital de Infectologia C.M.N. La
Raza?



OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL

Determinar la utilidad de la PCR para la deteccion del complejo
Mycobacterium avium e intracellulare en pacientes con sospecha de enfermedad
diseminada con sindrome de inmunodeficiencia adquirida, atendidos en el Hospital
de Infectologia C.M.N. La Raza.



MATERIAL Y METODOS

DISENO DE ESTUDIO

Tipo de estudio

Por la manipulacién de la variable: Observacional.

Por la recoleccién de datos: Prolectivo.

Andlisis en el tiempo: Prospectivo.

Por el nimero de mediciones: Transversal.

Por el nimero de grupos: Analitico.

UNIVERSO

Esta constituido por el total de pacientes con SIDA que acuden al Hospital
de Infectologia C.M.N. La Raza con una cuenta de células de linfocitos T CD4
igual o menor a 70>y con sospecha clinica de micobacteriosis diseminada.

UBICACION ESPACIO TEMPORAL

Periodo de estudio
Abril de 2009 a noviembre del 2009.
Lugar del estudio
Unidad de Investigacion en Inmunologia e Infectologia, del Hospital de

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



VARIABLES

Variable independiente

» Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Variable dependiente

» Complejo Mycobacterium avium e intracellulare (MAC).

SELECCION DE LA MUESTRA

Poblaciéon fuente.

Se identificé a los pacientes con diagndéstico de SIDA con una cuenta de
linfocitos T CD4 igual o menor a 70, con sospecha clinica de micobacteriosis
diseminada por parte de su médico tratante, siendo estos derechohabientes del
IMSS; en el periodo comprendido de abril de 2009 a noviembre del 2009. La
seleccion fue consecutiva por un método no probabilistico por conveniencia.

DETERMINACION ESTADISTICA DEL TAMANO DE LA MUESTRA

La caracteristica del protocolo de investigacion por ser un estudio piloto
analiza los datos de un grupo de pacientes en un momento determinado dentro de
la historia natural de la enfermedad, de los cuales se sospeche la infeccion por el
complejo MAC. Actualmente no se cuenta con una base de datos sobre la
prevalencia de estas entidades en nuestro pais para su identificacién, y mucho
menos en nuestra unidad por lo que el calculo no es factible de la muestra.
Nuestro grupo de estudio identifico en el periodo comprendido del 2006 al 2007
so6lo 19 casos obtenidos de cultivos y no directamente del paciente.



CRITERIOS DE SELECCION DE LAS UNIDADES DE MUESTREO

A. Criterios de inclusién

e Pacientes de ambos géneros.

e Pacientes igual o mayores de 18 afios.

e Derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social.

e Pacientes con atencion medica en el Hospital de Infectologia “Dr.
Daniel Méndez Hernandez” CMN La Raza, hospitalizados o vistos en
la consulta externa.

e Pacientes con diagnostico de SIDA y cuenta de linfocitos T CD4
menor o igual a 70.

e Sospecha clinica de micobacteriosis diseminada por parte de su
médico tratante.

e Pacientes con falta de respuesta clinica al tratamiento de
Mycobacterium tuberculosis sin identificacion o aislamiento de esta.

B. Criterios de no inclusién.

e No derechohabientes.
e Pacientes con una cuenta de linfocitos CD4 igual o mayor de 71.

C. Criterios de exclusién.

e Pacientes con identificacion o aislamiento de Mycobacterium
tuberculosis.
e Pacientes con identificacion diferente al complejo MAC.



PROCEDIMIENTO

Iniciamos el estudio con previa aprobacién del Comité de investigacion
Coordinacion de Educacion e Investigacion en Salud C.M.N. “LA RAZA”, Hospital
de Infectologia “Dr. Daniel Méndez Herndndez”. Se procedid a identificar a los
pacientes con sospecha de micobacteriosis diseminada que cumplieran con los
criterios de inclusion. A los cuales se les tomo como parte de su protocolo de
estudio la toma de muestra periférica para la obtencién de suero y mielocultivo
para la identificacion de MAC por PCR.

DISENO Y DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS
INSTRUMENTO DE RECOLECCION, NATURALEZA DE LOS ITEMS Y ESCALA
DE MEDICION.

Se identificaron a los pacientes hospitalizados o en la consulta externa con
SIDA y sospecha clinica de micobacteriosis diseminada con una cuenta de
linfocitos T CD4 igual o menor de 70, a los que como parte del protocolo de
estudio se les realizé toma de muestras para identificacion del agente en
sospecha.

La recoleccion de muestras y especimenes se realizd en todos los
pacientes como parte del protocolo de investigacion con sospecha de
micobacteriosis diseminada, obteniendo suero de la toma de muestra periférica y
mielocultivo, al igual en los casos de toma de cultivo de tejidos dirigidos.

Se recolectaron varios especimenes para identificacion del complejo MAC
mediante PCR de los pacientes que reunieron los criterios de seleccion. Se realizé
la extraccion de ADN a partir de la toma de suero, y se procesaran con la técnica
de PCR con los iniciadores especificos de M. avium y M. intracellulare. Los
controles negativos con la exclusién del templado de ADN, asi como los controles
positivos. Los productos de la PCR se revelaron mediante electroforesis en gel de
agarosa y tincién con bromuro de etidio®®.

M. avium-intracellulare

INICIADORES TAMANO DE BANDA
MAV 1
MAYV 2 1.3 Kb
MIN 1
MIN 2 1.3 Kb




REGIONES DE ADN A AMPLIFICAR

Gen Denominacién Secuencia Posicién
amplificado

M. avium MAV 5'-CCT CCA GAC GCA TGT 141 a 160 pb
CTT CT-3 1400 a 1419 pb
5'-ACA GCT CCC TCC CAA
AAG GG-3

M. intracellulare MIN 5-CCT TTA GGC GCATGT 130 a 149 pb
CTT TA-3 1389 a 1408 pb
5'-GCA CAG CTC CCT CcCC
AAG GG-3

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 1.5 ml. Adicionar 500 pl
de trizol y homogenizar en el agitador.
2. Incubar las nuestras homogenizadas a temperatura ambiente durante 10

minutos.

SEPARACION DE FASES

3. Adicionar 100 pl de cloroformo.

temperatura ambiente 2 a 3 minutos.
4. Centrifugar a 1400 rpm durante 15 minutos a 4 °C.
5. Separar la fase acuosa que contiene ARN.

PRECIPITACION DEL ADN

Tapar los tubos y agitar. Incubar a




6. Precipitar el ADN de la interfase y la fase orgénica con etanol. Adicionar
150yl de etanol al 100%. Mezclar por inversion.

7. Incubar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 7500 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

LAVADO DE ADN

9. Lavar el botdn del ADN con una solucién de citrato de sodio 0.1 M en etanol
al 10% utilizar 500 ul 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.Se resuspendid el ADN con 800 ul 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 sobrante. 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 (>200pl de
ADN).

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

16.Re suspender con 50 o 100ul de NaOH a concentraciéon de 8 mm. Tomar
posteriormente 8ul de la muestra resultante.

17.Incubar 20 minutos a 65°C.

ESTIMAR LA CONCENTRACION DE ADN

18. Alicuotar 20 pL en tubos Eppendorf y rotularlos.
19.Congelar a -20 °C.



CUANTIFICACION DE CONCENTRACION DE INICIADORES PARA
MYCOBACTERIAS

Iniciadores: MAVI, MAV2, MIN 1, MIN 2.
Los iniciadores liofilizados se resuspenden con 500ul de agua libre de nucleasas,
se agitan vigorosamente hasta su completa disolucion.

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

2. Incubar 20 minutos a 56 °C.
3. Leer la absorbencia a 260 nm.

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

pug/mi= (Abs a 260nm) (Dilucion) (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 = 1
[ ug/ml | [0.008 ]

0.008= Factor
5. Congelar a -20 °C.
TECNICA DE CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS

Una vez obtenida la extraccion del DNA de las muestras problemas se
procedié a la hidratacién de estas (volumen estimado de 2.5uL). Se agregaron
12.5uL de Maxter Mix por cada muestra, asi como de 0.5ul de iniciadores, tanto
para el control positivo y negativo. El control negativo se le excluye la muestra de
DNA del suero problema.

El control positivo se cuenta con DNA para MAC a una dilucién de 1:100,
extraida directamente de la cepa tipo, una vez obtenida las diluciones se corrierén
en el termociclador en un tiempo de 6,25hrs

Una vez realizado los ciclos de temperaturas para la reaccion de la cadena
de la polimerasa de amplificacion, se montaron en gel de agarosa aun volumen de
3uL con 2pl de Buffer por un tiempo de 45min a 70 volts. En la primera banda se
colocaron los pesos moleculares como referencia.




Los productos de la PCR se revelaron mediante electroforesis en gel de
agarosa y tincién con bromuro de etidio.

METODO DE RECOLECCION DE DATOS

A partir de la recoleccibn de los especimenes de los pacientes
hospitalizados o en la consulta externa, se precedio a la separacién del suero para
la identificacion del complejo MAC. Realizamos 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
incluyé aspectos demograficos, clinicos, morbilidad, laboratorio y el tipo de
muestra clinica.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se capturaran en el paquete Excel y se analizaron mediante
estadistica descriptiva (frecuencias absolutas y frecuencias relativas), medidas de
tendencia central (promedio) asi como de dispersion (desviacion estandar).



RESULTADOS

El universo de nuestra muestra consiste en 24 pacientes que se obtuvieron
en el periodo del mes de abril a noviembre del 2009, los cuales se hospitalizaron
por diferentes causas agregadas a la infeccion por VIH en el Hospital de
Infectologia del CMN “La Raza” IMSS. La distribucion de acuerdo a género fue de
19 hombres (79.2%) y 5 mujeres (20.8%). En la figura 1 se aprecia la distribucion

por genero.

Mujeres 5

Hombres 19

Figura 1. Género

Nuestro estudio piloto fue parte del protocolo de estudio en pacientes con
VIH en fase de SIDA y sospecha de micobacteriosis diseminada, como parte de la
basqueda del agente etioldégico que afecta a estos pacientes.

En el grupo de estudio, se identifico que la edad menor fue de 25 afios y la

maxima de 64 afos, con una media de 35 afios como se aprecia en la figura 2.
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Gréafica No 2. Edad por género

El Indice de masa corporal (IMC) su minima es de 13 con una méaxima de
24 y su media del grupo fue de 18.9 £3 como se muestra en la figura 3. El bajo
peso por IMC lo observamos en la figura 3.1 donde el 71% (17) se encuentran
con peso normal y sélo el 29% (7) se considera con bajo peso.
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Figura No 3. Indice de masa corporal



Bajo peso

Figura No 3.1

La cuenta de la sub poblacién de linfocitos CD4 a su ingreso al hospital, se

encontré6 con una minima de 1 y maxima de 66 CD4 /uL y su media de 23

CD4/uL, con una desviacion estandar de DE 18.22 como se muestra en la figura

4. Las muestras se procesaron una vez obtenidos los resultados de la cuenta de la

sub poblacién de linfocitos, como parte de los criterios de inclusion.
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FiguraNo 4. CDA4

*DE= Desviacién estandar

El cuadro clinico identificado en la poblacién se describe en la figura 5,

donde la fiebre se present6 en todos los casos 100% (24), la tos en 87.5% (21), la




diaforesis en el 83.3% (20), la diarrea en el 45.8% (11), la disfagia en el 25% (6),
la viceromegalia 25% (6), la linfadenopatia 20.8% (5) y la hemoptisis 16.6% (4). Se
tendra en cuenta que la presencia de la disfagia se asocia a la presencia de

moniliasis.
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Figura No 5. Cuadro clinico

Se encontré que los pacientes con diagnéstico reciente de VIH son el
37.5% (9) figura 6. Este grupo es enviado de un segundo nivel de atencién para
protocolo ya que inicialmente no contaban con insumos para Su manejo 0 no se
contaba con la experiencia para manejo de estos pacientes en sus unidades, el

resto del grupo ya se conocia como portador del virus.

En la figura 7 se muestra el tiempo a partir del diagnéstico de VIH, y al
momento en que acuden a los servicios de salud para su atencion médica. El
promedio es de 4 afios 5 meses de los 15 pacientes con tratamiento ya
establecido, excluyendo a los de reciente diagndéstico. Se tomo en cuenta que los
pacientes se conocian sero positivos y bajo algin esquema de tratamiento; por
algun motivo estaban en falla inmunoldgica y virolégica por falta de apego o
abandono de este.
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Figura No 7. Tiempo transcurrido a partir del diagnéstico

En la tabla 1 se establece la media de acuerdo a cada uno de los
parametros determinados en la biometria hematica, asi como la determinacién de

proteinas y DHL (deshidrogenasa lactica), por el tamafio de la poblacion no se



puede establecer pruebas estadisticas mas robustas, sin embargo prevalecié la
elevacion de la DHL y la anemia

Tabla 1. Distribucién de la Biometria y bioquimica

N =24 Minimo Maximo Media

Hemoglobina 7.8 171 11.496
Leucocitos 1680 23400 5810.42
Neutrofilos 750 8290 3588.08
Linfocitos 278 1720 704.17
Eosinofilos 0 299 37.71
Basofilos 0 78 24.96
Plaquetas 15 667 223.04
Proteinas totales 3.3 9.4 6.129
Albumina 2.2 4.4 3.162
DHL* 139 969 394.38

*DHL=Deshidrogenasa lactica

En nuestra poblacion con sospecha de micobacteriosis diseminada con
inmunodeficiencia, identificamos tres casos con Micobacterium avium, el
aislamiento se realiz6 mediante la PCR. Muestras obtenidas de sangre periférica
donde se obtuvo el suero para iniciar la extraccién, y de igual manera, en los tres
casos se realizé la identificacion de M avium por medio del aspirado de medula
0sea, dando como resultado sélo en dos casos positivos de este. En los tres casos
se confirmé mediante cultivo de Lowenstein-Jensen. La determinacién de la sub
poblacion de linfocitos en cada uno de los casos fue de 10/11/15 CD4 /uL (Tabla
2).

Cuatro pacientes fallecieron durante su estudio y hospitalizacion por
complicaciones propias de las enfermedades agregadas y su estado
constitucional, desafortunadamente uno de ellos fallecié en los primeros dias sin
poder lograr aislamiento alguno por complicaciones respiratorias. De estos casos
se les realiz6 la identificacion por medio de la PCR en sangre periférica y aspirado
de medula 6sea para MAC siendo negativo para los cuatro casos (Figura 9).



Tabla 2. General de datos por paciente.

Pacientes Edad CD4/uL IMC* MAC* Defuncion

27 23 20
26 24 19
47 39 18

35 2 17
42 16 15
25 2 19 t
40 24 22
64 34 15
42 66 23 T
31 1 13
27 36 18
45 56 23 t
38 9 24

46 11 20 MAC
34 10 23 MAC
25 15 14 MAC
33 6 20
36 6 19 t
32 12 23
34 32 23
31 10 18
28 42 17
32 52 18
24 31 27 16
* MAC=Mycobacterium avium complex; IMC=indice de maca corporal
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En la tabla 3 se muestra el aislamiento etiolégico por paciente, asi como el
diagndstico final del protocolo de estudio. Tendremos en cuenta que a su ingreso
al estudio se cumplié el criterio de sospecha de micobacteriosis, ya que no
contaban con antecedentes de tuberculosis pulmonar o cuadro clinico, al final del
protocolo de estudio se identificaron por medio de cultivo de Lowenstein-Jensen a
6 pacientes portadores de Mycobacterium tuberculosis de los cuales 5 por medio
de espécimen pulmonar y uno de sangre periférica con manifestacién sistémica

(micobacteriosis sistémica).



Tabla 3. Diagnostico final por paciente y aislamiento

Paciente Aislamiento Diagnostico clinico
1 Mycobacterium tuberculosis Tuberculosis pulmonar
2 Mycobacterium tuberculosis Micobacteriosis diseminada
3 Sin aislamiento Linfoma
4 Toxoplasma gondii Toxoplasmosis cerebral
5 Pneumocystis jiroveci Pneumocistosis
61 Pneumocystis jiroveci Pneumocistosis / finado
7 Sin aislamiento Linfoma
8 Pneumocystis jiroveci Pneumocistosis
9t Sin aislamiento Finado
10 Mycobacterium tuberculosis / Tuberculosis pulmonar / Leucemia
Cryptosporidium mieloblastica crénica
11 Cryptococosis sp Neuroinfeccion
12t Sin aislamiento Neuroinfeccion / finado
13 Staphylococcus aureus Meningo encefalistis
14 Pneumocystis jiroveci / Pneumocistosis / Micobacteriosis
Mycobacterium avium
15 Pneumocystis jiroveci / Pneumocistosis / Micobacteriosis
Mycobacterium avium
16 Nocardia asteroides / Nocardiosis pulmonar /
Mycobacterium avium Micobacteriosis
17 Pneumocystis jiroveci Pneumocistosis
18t Cytomegalovirus CMV diseminado / finado
19 Pneumocystis jiroveci Pneumocistosis
20 Mycobacterium tuberculosis Tuberculosis pulmonar
21 Histoplasma capsulatum Histoplasmosis diseminada
22 Treponema pallidum Neurosifilis
23 Mycobacterium tuberculosis Tuberculosis pulmonar
24 Mycobacterium tuberculosis Tuberculosis pulmonar




En la figura 8 se muestra los diagnosticos de acuerdo a los aislamientos
por paciente, tomando en consideracion que se aislé uno o dos agentes como

entidades etiolégicas por paciente.

Pneumocistosis

Neuroinfeccion
Neoplasias

Porcentaje

Tuberculosis pulmonar

Micobacteriosis por M avium

CMV diseminado
Histoplasmosis

©CoNoOA~WNE

7
5 5
3 3
IIllll
NS

Micobacteriosis diseminada

Nocardiosis pulmonar

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Aislamientos

Figura No 8. Diagnostico etioldgico

En 7 pacientes se identific6 Pneumocystis jiroveci como el principal agente
gue afecté a este grupo de pacientes, seguido por Mycobacterium tuberculosis
identificado en espécimen de origen pulmonar (5) y las neuroinfecciones (5), este
altimo grupo incluyendo Treponema pallidum, Staphylococcus aureus,
Cryptococosis sp. y Toxoplasma gondii ( neurosifilis, meningoencefalitis,
meningitis y toxoplasmosis cerebral). El tercer grupo esta constituido por tres
pacientes cada uno, conformando el de micobacteriosis por  Mycobacterium
avium y las neoplasias (linfomas y leucemia mieloblastica cronica). El ultimo grupo
conformado por solo un aislamiento por paciente que lo conformo Mycobacterium
tuberculosis (micobacteriosis diseminada), Citomegalovirus (CMV diseminado),
Histoplasma capsulatum (Histoplasmosis pulmonar) y Nocardia asteroides
(Nocardiosis pulmonar).



En la figura 9 se muestra las 4 defunciones que se presentaron en el grupo,
de los cuales s6lo en dos no se obtuvo aislamiento, uno de ellos fallecié en las
primeras 48hrs de su ingreso por complicaciones respiratorias y el segundo por
una neuroinfeccion. Se tendrd en cuenta que a los 4 se les realizd la
determinaciéon de la PCR para M. avium, siendo negativo en sangre periférica y
aspirado de medula 6sea. De los 2 pacientes restantes uno falleci6 por
complicaciones respiratorias de Pneumocistosis y otro por CMV diseminado.

Defunciones 4

Figura No 9. Defunciones

En la tabla 4 se hace una alusibn a los pacientes con aislamiento
realizados con M avium y M tuberculosis. Los aislamientos de M tuberculosis
fueron en total 6, de los cuales 5 en espécimen de pulmén y uno en sangre
periférica. En 3 pacientes fueron los aislamientos de M avium de sangre periférica
y en dos en aspirado de medula ésea. Hacemos la observacion que en los tres
pacientes se les tom6 muestras en sangre periférica y aspirado de medula 6sea,

sin embargo en el paciente numero 16 dio negativa la PCR en AMO.



Tabla 4. Comparativo de los aislamiento de micobacterias y sus CD4/uL

Pacientes Edad CD4/uL IMC* M M Aislamiento
avium tuberculosis Obtenido en

1 27 23 20 M tuberculosis Espécimen pulmonar
2 26 24 19 M tuberculosis Espécimen pulmonar
10 31 1 13 M tuberculosis Sangre
14 46 11 20 Mavium Sangre / AMO
15 34 10 23 M avium Sangre / AMO
16 25 15 14 M avium Sangre / AMO (-)
20 34 32 23 M tuberculosis Espécimen pulmonar
23 32 52 18 M tuberculosis Espécimen pulmonar
24 31 27 16 M tuberculosis Espécimen pulmonar

*IMC= indice de masa corporal, AMO= Aspirado de médula 6sea.

En la tabla 5 se describe las caracteristicas propias de los pacientes con
aislamiento de M avium, donde la determinacién de la media de sub poblacion de
linfocitos CD4/uL es de 12 con una desviacion estandar de 2.64. Se observa que
no solo se realizé un aislamiento, sino que se identific6 Pneumocystis jiroveci en

dos pacientes y Nocardia asteroides en uno.

Tabla 5. Descripcion de los casos con M avium

PCR
Paciente Aislamiento CD4/uL Suero AMO* Aislamiento agregado
14 M avium (S*/AMO) 11 + + Pneumocystis jiroveci
15 M avium (S*/AMO) 10 + + Pneumocystis jiroveci
16 M avium (S*)/AMO-) 15 + = Nocardia asteroides

*S=sangre periférica, AMO= Aspirado de médula 6sea.

Paciente CD4/uL Media DE*

14 11
15 10 |
16 15

12 |
2.64
*DE= Desviacion estandar



LECTURA DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Micobacterium avium | 3 pacientes | 12.5%

Otros aislamientos | 19 pacientes | 79.1%

Sin aislamiento 2 pacientes | 8.3%

Gel de agarosa con las bandas 1300 pb




DISCUSION

Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare forman parte del
Complejo Mycobacterium avium-intracellulare , causando formas diseminadas en
25 a 50% de los pacientes adultos infectados por el virus de la inmunodeficiencia

16,17; y no

humana (VIH), que no habian recibido tratamiento antirretroviral (ARV)
solamente afectando a este grupo sino ante la presencia de la existencia de

inmunosupresion™®.

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

En el presente trabajo, se estudiaron a 24 pacientes que ingresaron al
hospital con sospecha de micobacteriosis diseminada en fase de SIDA, sin
antecedentes de Tuberculosis pulmonar o clinica. Dentro del protocolo de estudio
se realiz6 toda la bateria de estudios pertinentes a identificar la etiologia, por parte
de nuestro trabajo se realiz6 la identificacion de M avium a través de la PCR®® en
suero y aspirado de medula ésea (AMO) en todos los pacientes. Se incluyeron a
todos aquellos que tenian una cuenta menor de la sub poblacion de linfocitos de
<70 CD4 /uL™>*,

La identificacién por medio de la PCR se realizé en 3 (12.5%) pacientes,
tomando en consideracion que a través de esta prueba, permite la identificacion
rapida y especifica de las micobacterias, con un limite inferior de deteccion de 1 a
100 bacilos por mililitro de muestra®” !, Se identifico en los tres pacientes que la
cuenta de CD4 /uL no fue mayor de 15, situacién es semejante a la reportada por
los trabajos de Miguez-Burbano?’, Bartos et al®** y Murcia et al®*. Nos permite

21, 52 En los tres

determinar como una prueba altamente sensible y rapida
pacientes se confirmé mediante cultivo de Lowenstein-Jensen. Las muestras de

estos tres pacientes fueron obtenidas por espécimen de sangre periférica y



aspirado de medula 6sea. Los aislamientos de M avium fueron en los tres
pacientes de sangre periférica y en dos en aspirado de medula 6sea. Hacemos la
observacion que en el paciente niumero 16 dio negativa la PCR en AMO.

Actualmente nuestra unidad cuenta con técnicas de hibridacién de sondas
de acidos nucleicos, para la identificacion de M avium y M intracellulare, sin
embargo se tendra que esperar al crecimiento de la cepa, por lo que en cambio
por medio de la PCR tenemos la ventaja de rapidez en la identificacién, apoyando

el trabajo del grupo de la Dra. Garcia y colaboradores™.

Se identifico 6 (25%) pacientes portadores de M tuberculoisis en cultivo y
por técnicas de hibridaciéon de sondas de &cidos nucleicos, 5 de los cuales por
medio de espécimen pulmonar y uno de sangre periférica, comparando con la
identificacion de M avium 3 (12.5%) por medio de la PCR, se concluye que la
PCR tiene la ventaja en la rapidez de la deteccion de las muestras clinicas y
aunque es pequefia la muestra no hay positivos falsos en aislamiento en suero
ante la sospecha de micobacteriosis diseminada. Lo descrito por Bhambri et al*° al
recuperar la micobacteria en 94% de los casos en sangre periférica.

La distribucion de acuerdo a genero fue de 19 hombres (79.2%) y 5
mujeres (20.8%). En los datos descriptivos de los pacientes se encontré que la
edad menor fue de 25 afios y la maxima de 64 afios con una media de 35 afios.
El promedio del IMC del grupo fue de 18.9 +3, con una minima de 13 y maxima
de 24, sélo 7 (29%) se considerd con bajo peso.

La cuenta de la sub poblacién de linfocitos a su ingreso al hospital es de
23 como media, con una cuenta minima de 1 y maxima de 66 CD4 /uL, su
desviaciéon estandar de 18.22. Lo que no difiere en lo descrito en la
literatura.?’*>°%*%>* Tendremos en cuenta que en los 3 casos que se identificé M
avium la cuenta de CD4 /uL fue de 10/11/15 (DE 2.64), mientras que en la
identificacion de M tuberculosis la cuenta de CD4 /uL fue de 23/24/1/32/52/27
(DE16.42).



En el grupo de trabajo de la Dra. Garcia® identificaron un promedio de
CD4/uL de 15.9 (DE14.2) en pacientes con M avium, lo que no diere con lo
identificado en nuestro trabajo

El cuadro clinico identificado en la poblacién es inespecifico no bien
definido, por lo que se someten a protocolo de estudio. Estos signos y sintomas
clinicos asociados con la infeccién diseminada, se presentaron en todos los
casos, la fiebre 24 (100%), la tos en 21 (87.5%), la diaforesis en 20 (83.3%), la
diarrea en 11 (45.8%), la disfagia en 6 (25), la viceromegalia 6 (25%), la
linfadenopatia 5 (20.8%) y la hemoptisis 4 (16.6%). Los hallazgos son semejantes

a lo reportado en la literatura.>® *°

Se identificd que los pacientes con diagnéstico reciente de VIH fue el 37.5%
(9), de este grupo enviado de un segundo nivel de atencién para protocolo ya que
inicialmente no contaban con insumos para su manejo o no se contaba con la
experiencia para manejo de estos pacientes, el resto del grupo ya se conocia
como portador del virus, de los ya conocidos con diagnostico de VIH se
encontraban bajo algun tipo de tratamiento anti retro viral, el promedio de este 4

afnos 5 meses.

Cuatro pacientes fallecieron durante su hospitalizacién por complicaciones
propias de las enfermedades agregadas y su estado constitucional, de estos en
dos no se llegé a la identificacion del agente etiolégico, desafortunadamente uno
de ellos falleci6 en los primeros dias sin poder lograr aislamiento alguno, por
complicaciones respiratorias y el otro por una neuroinfeccion. Se tomara en cuenta
gue a los pacientes se les realiz6 la PCR en suero y aspirado de medula 6sea,

siendo negativa para M. avium.



En 7 pacientes se identific6 Pneumocystis jiroveci como el principal agente
gue afecté a este grupo de pacientes, seguido por 6 aislados de Mycobacterium
tuberculosis y 5 por neuroinfeccion. El cuarto grupo estuvo constituido por tres

pacientes cada uno, conformando por Micobacterium avium y las neoplasias.

Se contemplé en los tres casos en que se identific6 M avium, en dar aviso a
los médicos tratantes, para que dieran oportunamente tratamiento dirigido para
esta entidad, sélo en dos se otorgdé manejo especifico, para el mes de noviembre
al cierre del estudio se encontraban en buenas condiciones de salud en los dos
pacientes que se dio tratamiento dirigido, el otro se perdié desconocemos la

causa.

Desafortunadamente durante la realizacion del estudio nos encontramos
ante la contingencia de Influenza H1N1, por lo que disminuyé el ingreso de este
tipo de pacientes al Hospital, lo que la poblacion disminuy6 y no nos permitio ver la
realidad de nuestra unidad.

Es importante continuar con la basqueda intencional sistemética de MAC en
pacientes con SIDA para estar en la posibilidad de determinar fehacientemente su
magnitud, de tal forma que el personal de salud esté alerta y desarrolle una
conducta anticipada para el diagndstico y la toma de decisiones apropiadas.

Deberéa considerarse como rutina la implementacién de PCR como prueba
diagnostica temprana para la identificacion y diferenciar MAC en sospecha de
micobacteriosis diseminada, lo que reflejaria una corta hospitalizacion abatiendo
los costos vy justificando estos para la prueba, traduciendo una curacion temprana
y oportuna.



CONCLUSIONES

1. Se identific6 M avium en tres pacientes con sospecha de micobacteriosis
diseminada de 24.

2. Se identific6 M avium por medio de la PCR en 3 pacientes en sangre
periférica y de estos 2 por aspirado de medula 6sea.

3. De los tres casos identificados como M avium, cuentan con una sub
poblacién de linfocitos CD4/uL es de 10/11/15.

4. Demostro ser util la identificacion por medio de la PCR de M avium, para

diferenciar de otras micobacteriosis, ya que no se cuenta con ningun otro

tipo diagndstico de forma precisa y rapida.

El género masculino predominé en el grupo de estudio 79% (19).

El cuadro clinico identificado en los pacientes al final del protocolo de

estudio clinico, por frecuencia fue de Pneumocistosis, Tuberculosis y las

neuroinfecciones.

7. El recuento de la media de la sub poblacién de linfocitos es de 23 CD4 /uL
en toda la poblacion.

8. La presencia de bajo peso por medio del IMC se encontré en el 29% (7) de
la poblacion.

9. Los sintomas clinicos privativos en nuestros pacientes fue la fiebre, tos y
diaforesis.

10.Los pacientes de reciente diagnostico de sero positividad para VIH, con
sospecha de micobacteriosis diseminada, se encontré en el 37% (9).

11. De los pacientes ya conocidos sero positivos para VIH con tratamiento anti
retro viral, presentaron manifestaciones de cuadro clinico de
micobacteriosis diseminada con una media en el tiempo de 4 afios 5
meses.

12.Se registraron 4 defunciones durante el estudio, de las cuales en dos no se
logré la identificacion de agente etioldgico.

o o
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ANEXO

HOJA DE CAPTURA DE DATOS No de control /
SEXO
EDAD
CDh4
IMC? PESO | el
Talla

FIEBRE
TOS
DIAFORESIS
DIARREA HB
DISFAGIA LEU
LINFADENOPATIAS NEU
HEMOPTISIS LIN
VICEROMEGALIAS EOS
TUBERCULOSIS PREVIA BAS
TIEMPO DE DX DE VIH PLT
TX ARV INICIO PT

ESQUEMA ALB
AISLAMIENTO DHL
ESPECIMEN (MUESTRA)
CULTIVOS
CUADRO CLINICO CULTIVOS
RX DE TORAX ORGANO AFECTADOS
TAC FACTORES DE RIESGO (RESIDENCIA,

VIAIJES, ETC))




CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Lugar y fecha México Distrito Federal mayo 2008

Por medio de la presente yo

“Deteccidn y diferenciacion del complejo MAC en suero de pacientes con

Autorizo participar en el protocolo de investigacion SIDA y micobacteriosis diseminada mediante PCR”.

titulado:

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el nimero:

Determinar la utilidad de la PCR para la deteccion del complejo Mycobacterium avium e intracellulare
en pacientes con sospecha de enfermedad diseminada con sindrome de inmunodeficiencia adquirida,
El objetivo del estudio es atendidos en el Hospital de Infectologia C.M.N. La Raza.

En la toma de muestras sanguinea en antebrazo, asi como
aspirado de medula dsea en caso de requerirlo, siendo anénima la
participacion.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi
participacion en el estudio, que son los siguientes:

El presente estudio tiene como finalidad la realizacién de una toma de sanguinea como parte del protocolo de estudio en todo paciente con
sospecha de micobacteriosis diseminada para identificacion del agente causal, asi como aspirado de medula 6sea. Se me ha informado que las
posibles molestias que pueden presentarse se relacionan a la puncion de una vena en mi brazo sin mayor riesgo para mi salud y la inversion de
10 a 15 minutos para la realizacion del aspirado de medula ésea. Mi participacion es totalmente voluntaria. La participacion en este proyecto
de investigacion se espera obtener resultados que permitan proporcionar la identificacion del agente causal de mi enfermedad, con el objetivo
de iniciar tempranamente tratamiento dirigido asi como instaurar politicas para la realizacion de esta prueba de rutina.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacidn oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera
ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos
que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de negarme al estudio, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificard en las presentaciones o publicaciones que deriven de este
estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma confidencial También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi
permanencia de mi representado (a) en el mismo.

Nombre y firma del participante.

Nombre, firma y matricula del Investigador Responsable.
DR CESAR GONZALEZ BONILLA

Numeros telefonicos a los cuales se puede comunicar en caso de emergencia y/o dudas y preguntas relacionadas con el estudio:
57245900 ext. 24318

Testigos Testigos




ASPECTOS ETICOS

El estudio cumple con las normas nacionales e internacionales en materia
de investigacion biomédica en seres humanos. Este proyecto no modifica las

normas institucionales establecidas en protocolos con humanos.

Se cumplié con las normas éticas establecidas por el IMSS, el reglamento
de La Ley General de Salud en materia de investigacion y con las estipulaciones
establecidas en la Declaracion de Helsinki de 1975, enmendada en Tokio Japén
en 19809.

Es un proyecto sometido a revision y a aprobacion por parte de un Comité
Cientifico y se expondra de manera explicita en un protocolo de investigacion.

Toda la realizacion de toma de muestras de especimenes estan en base al
protocolo de rutina realizado en todos los pacientes con sospecha de
micobacteriosis diseminada.
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