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1.- INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) sigue siendo, en el inicio de este nuevo milenio, la
enfermedad infecciosa humana més importante que existe en el mundo, a pesar
de los esfuerzos que se han invertido para su control en la dltima década. Las
pésimas cifras actuales de infectados, enfermos y muertos por esta vieja endemia
obligan a realizar una profunda reflexion de lo que realmente esta fallando en el
control de una enfermedad curable desde hace mas de 40 afios y prevenible en la
comunidad desde hace ya varias décadas. Se calcula que en 2009 hubo 9,4
millones de casos incidentes de TB en todo el mundo, es decir mas que los 9,27,
9,24, y 8,3 millones registrados en 2007, 2006 y 2000 respectivamente. Este
mismo afio la mayoria de esos casos se registraron en Asia (35%) y Africa (30%).
De los 9,4 millones de casos incidentes registrados en 2009, se calcula que 13%

eran VIH-positivos, de los cuales el 80% correspondio a la Region de Africa.’

Adicionalmente en estos pacientes con inmunosupresion se han incrementado las
coinfecciones con micobacterias no tuberculosas (MNT)? Las enfermedades
causadas por las MNT son practicamente indistinguibles de las causadas por los
miembros del Complejo M.tuberculosis (CMT), desde el punto de vista clinico,
radiolégico y microbiolégico; sin embargo el tratamiento es muy distinto
dependiendo del grupo de micobacterias que estén infectando al huésped, por lo

que es muy importante su identificacién a nivel de especie.?

En el Hospital “General Ignacio Zaragoza” del ISSSTE se tiene una positividad de
cultivos micobacterianos de alrededor de un 10% cada afo (segun la estadistica
interna del laboratorio clinico), lo que resulta un porcentaje importante
considerando que estos provienen de pacientes, en su mayoria, en edad
productiva. Adicionalmente a esto es, importante sefialar que no se hace una
diferenciacion especifica de estos por lo que todos los pacientes reciben el mismo
tratamiento indicado para el complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT), sin

embargo este tratamiento no es el adecuado para las micobacterias no



tuberculosas (MNT), lo que lleva al fracaso e incluso a la muerte del paciente

cuando tiene una micobacteriosis causada por una bacteria no tuberculosa.

Para este trabajo se recolectaron 65 cepas provenientes de 45 pacientes,
procedentes de muestras clinicas tales como esputo, aspirado bronquial, orina,
biopsias de ganglios y tejidos, sangre periférica, médula 6sea, liquido pleural,
liquido de ascitis, liquido cefalorraquideo, abscesos, huesos, etcétera; de
pacientes tanto inmunocompetentes como inmunocomprometidos que estan
hospitalizados o que asisten a la consulta externa del Hospital Regional “General
Ignacio Zaragoza” del ISSSTE. Las edades de los pacientes oscilaron entre 15-81

afos, ademas de una nifia de 2 afios que resultd afectada por M.bovis

De estos pacientes el 79% (33) de ellos tiene algun tipo de inmunosupresion, de
las que destacan el VIH y la diabetes con 14 y 13 casos respectivamente. El 37%
de las cepas estudiadas resultaron pertenecer a las MNT y por la revision de
expedientes clinicos se observé que los pacientes de los que provenian estas
cepas no recibieron el tratamiento adecuado, lo que los llevo a la persistencia de

la enfermedad y en algunos casos lamentablemente hasta la muerte.

Las nuevas técnicas son muy necesarias, y los analisis moleculares de
amplificacion como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) han demostrado
ser alternativas prometedoras, incluso para los paises en vias de desarrollo. La
PCR tiene el potencial de ser una alternativa rentable. Si el diagndstico se puede
establecer mas rapido, y el proceso de analisis se hace mas agil en el laboratorio
la PCR puede reducir la demora tanto en el diagnéstico acertado y en el inicio del

tratamiento.



2.- OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) las
micobacterias aisladas de pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos en
un hospital de tercer nivel y demostrar la importancia de la identificaciéon hasta

nivel de especie para dar un tratamiento adecuado.

2.1- Objetivos especificos

2.1.1 Determinar mediante PCR si la micobacteria aislada de un paciente
inmunocomprometido o0 inmunocompetente pertenece al complejo
M.tuberculosis (CMT) o es una micobacteria no tuberculosa (MNT).

2.1.2 Diferenciar mediante PCR multiple entre M.bovis o M.tuberculosis.

2.1.3 Observar si se cumple la tendencia en los pacientes inmunocomprometidos
de ser afectados mayormente por micobacterias no tuberculosas (MNT)

2.1.4 Correlacionar el impacto social y econémico de la identificacion de una

micobacteria a nivel de especie



3.- ANTECEDENTES

3.1 Epidemiologia

La TB es una de las enfermedades mas antiguas que han afectado a la especie
humana, las estimaciones le otorgan a Mycobacterium tuberculosis un origen
desde hace 15,300 a 20,400 afios. A pesar de ser tan antigua y de que
probablemente es una de las enfermedades de las que mas se ha escrito y
publicado, sorprende el desconocimiento que se ha tenido sobre la misma a lo
largo de la historia, hecho que escasamente ha ayudado a combatirla. Asi, en los
altimos 100-150 afios, M.tuberculosis ha ido desplazandose paulatinamente hacia
las poblaciones més vulnerables del planeta, o sea, hacia aquellos lugares donde
la extrema pobreza no so6lo asegura su subsistencia y transmision, sino también
donde los escasos recursos econdomicos no permiten la mas minima lucha contra
este microorganismo. No en vano sigue siendo, en los inicios del nuevo milenio, la
enfermedad infecciosa humana méas importante en el planeta y el patégeno que
mayor numero de muertes sigue produciendo, fatidico primer puesto en el que

compite con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)*

Se estima que alrededor de un tercio de la poblacién mundial, dos mil millones de
personas, estan infectadas con Mycobacterium tuberculosis, bacilo causante de la
tuberculosis; aproximadamente 8 millones de ellos enferman anualmente y cerca
de dos millones mueren por esta causa. En 2009 hubo 9,4 millones de casos
nuevos de tuberculosis y murieron 1,7 millones de personas (de las que 380,000

tenian el VIH), lo que equivale a unas 4700 muertes al dia.’

A pesar de los avances logrados, en la Region de las Américas, la tuberculosis
continta siendo un importante problema de salud publica. Se estima que en 2009
hubo 270,000 casos de TB de todas las formas y 20,000 muertes por esta causa

(excluyendo VIH), la mayoria de ellas evitables. La notificacion de los paises para



el mismo afo fue de 191,300 nuevos casos de TB de todas las formas, y 110.598
de TB pulmonar, con tasas de 21 y 12 por 100,000 habitantes, respectivamente.
Esto representd el 70% de los nuevos casos estimados evidenciandose una
brecha entre la notificacion y estimacion. El 77% de los casos notificados de TB
pulmonar en 2009 afect6 a poblacibn menor de 54 afios de edad con predominio
del sexo masculino (1.8 hombres por 1 mujer).

En este mismo afio el 65% de la notificacion de casos nuevos se concentrd en

cuatro paises de la Regién: Brasil, Per(, Haiti y México.®

3.2 Etiologia

La tuberculosis es una enfermedad causada por los miembros del complejo
M.tuberculosis (CMT), el cual se encuentra conformado por M.tuberculosis,
M.bovis, M.caprae, M.microti, M.canetti y M.pinnipeddi. Genéticamente, todos los
miembros de este complejo son muy similares, teniendo un 99.9% de similitud a
nivel de nucledtidos, ademas de poseer secuencias idénticas para el DNA

ribosomal 16S.°

M.tuberculosis es un microorganismo con forma bacilar que se comporta como
aerobio estricto. Su crecimiento esta subordinado a la presencia de oxigeno y al
valor de pH circundante. Es muy resistente al frio, la congelacion y a la
desecacion, siendo, por el contrario, muy sensible al calor, luz solar y luz
ultravioleta. Su multiplicacién es muy lenta (14-24horas) mientras que el tiempo de
generacion de otras bacterias puede ser tan breve como 20 a 30 minutos y, ante
circunstancias metabolicas adversas entra en un estado latente o durmiente,
pudiendo llegar a demorar su multiplicacion desde varios dias hasta muchos

afios.’



Los microorganismos causales de la TB se incluyen, taxondmicamente en el orden
Actinomycetales y en la familia Mycobacteriaceae. La pared celular es rica en
lipidos, lo que hace que su superficie sea hidrofébica y confiere a las
micobacterias resistencia frente a muchos desinfectantes y frente a las tinciones
habituales de laboratorio. Cuando han sido tefiidos, los bacilos tampoco se
pueden decolorar con las soluciones acidas, motivo por el que reciben el nombre
de Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR) (Figura 1). Aunque otras especies
de bacterias pueden ser acido alcohol resistentes (p. ej., Nocardia, Rhodococcus,
Tsukamurella, Gordonia), se tiien con menor intensidad (acidorresistencia parcial)

y las cadenas de sus &cidos micélicos son mas cortas.®

Figura 1. Bacilos &cido alcohol resistentes observados de cultivo en medio Dubos en microscopio
Optico con el objetivo 100X



3.3 Estudio en el laboratorio clinico

3.3.1 Tipo de muestra

Las micobacterias pueden aislarse de una gran variedad de especimenes clinicos,
incluyendo esputo, orina, sangre, liquido cefalorraquideo (LCR); biopsias de
tejidos, incluyendo higado, médula ésea, nédulos linfaticos y cualquier fuente de
sospechosa de ser el sitio de la infeccion tuberculosa. Las muestras que pueden
contener una microbiota mixta deben procesarse con rapidez para reducir el
problema de la contaminacion del cultivo, ademés de descontaminarse para

eliminar el resto de los microorganismos y dejar solo a las micobacterias.’

3.3.2 Tincién

Debido a su alto contenido lipidico, las paredes celulares de las micobacterias
tienen la capacidad Unica de ligarse a la fucsina, no siendo decoloradas por el

alcohol &cido.

Comunmente, se utilizan dos tipos de coloracion:
1. Carbolfucsina: Una mezcla de fucsina con fenol
- Ziehl-Neelsen(coloracion caliente)
- Kinyoun(coloracion fria)

2. Fluorocromo: Se fundamenta en la afinidad que tienen los acidos micdlicos
de la pared celular de las micobacterias por los colorantes fluorescentes o

fluorocromos auramina o rodamina.
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3.3.3 Baciloscopia

Es el procedimiento mas facil y rapido que se puede efectuar y aporta al clinico
una confirmacion preliminar del diagndstico que sirve para iniciar el tratamiento y
confirmar el caso. La aconsejable es la técnica clasica de Ziehl-Neelsen, en la que
M.tuberculosis se ve como pequefios bastones curvados (bacilos) de color rojo

sobre un fondo azulado® (Figura 1).

La baciloscopia es la técnica de eleccion en el diagnéstico de la TB, en todos los
medios, por cinco caracteristicas basicas que aun no han sido superadas por el
resto de las técnicas, y estas son: sencillez y reproductibilidad en cualquier medio,
rapidez, bajo costo, elevada especificidad y la delimitacion de contagiosidad. La
gran limitacion de la baciloscopia es su relativamente baja sensibilidad (solo es
positiva cuando el paciente elimina entre 5,000 y 10,000 bacilos/mL), que hace
que la gran mayoria de los casos que se detectan por esta técnica sean bastante
avanzados, asi la aparicion de una baciloscopia negativa no descarta el

diagnéstico de TB.*

La especificidad de la baciloscopia, aunque es muy elevada, puede estar
condicionada por que la acido-alcohol resistencia es una propiedad comun a todas
las especies del género Mycobacterium y a algunos actinomicetos. Por ello, el
resto de las micobacterias ambientales se veran exactamente igual en una

observacién microscépica.®
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3.3.4 Cultivo

El cultivo de las micobacterias es el Unico método que puede asegurar un

diagnéstico de certeza de TB.®

Los resultados del cultivo dependen en gran parte de los pasos previos de

digestion y descontaminacién de las muestras. La mayor parte de muestras

clinicas contienen gran cantidad de microorganismos de la microbiota comensal

que crecen con mayor rapidez que M.tuberculosis.’

El cultivo tiene una serie de importantes ventajas que lo sitian como el “estandar

de oro” del diagndstico y seguimiento de los casos de TB. Estas ventajas son:

Los cultivos son mucho mas sensibles que la baciloscopia, pudiendo
detectar una cantidad tan pequefia como 10 bacterias por mL de muestra.
El aislamiento en cultivo puro es necesario para poder identificar
correctamente las cepas obtenidas.

Permite asegurar, con certeza, la negativizacion y curacion del paciente con

el tratamiento.

Sus limitaciones fundamentalmente son:

El mayor inconveniente del cultivo convencional se deriva de la lenta
capacidad de division de M.tuberculosis

Su costo es muy superior al de la baciloscopia y para realizarlo se
necesitan medios de cultivo especificos y una posterior incubacién por
periodos de tiempo extendidos. Ademas, el entrenamiento del personal
para realizar estos cultivos debe ser mas especifico y se suma la necesidad

de una campana de flujo laminar para llevar a cabo todo el procedimiento.*
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3.3.5 Pruebas bioquimicas

Considerando que Mycobacterium tuberculosis es la causa mas comun de
enfermedad micobacteriana en el hombre, muchos laboratorios se esfuerzan para
mantener la eficiencia e identificar a este microorganismo usando pruebas simples
que puedan realizarse en cualquier laboratorio interesado. Para su cultivo e
identificacion por pruebas bioquimicas se recomienda controlar los siguientes

parametros:

e Temperatura Optima para el aislamiento y promedio de crecimiento.
e Produccién de pigmento.

e Acumulacion de niacina.

e Reduccion de nitratos a nitritos

e Actividad catalasa

Las micobacterias integrantes del complejo M.tuberculosis pueden ser
diferenciadas facilmente empleando un escaso numero de pruebas bioquimicas ya
gue son niacina positiva, reducen nitratos a nitritos, poseen pirazinamidasa y
poseen una catalasa termolabil. Las principales limitaciones de las técnicas
bioquimicas son su complejidad, lentitud y falta de reproductividad.’

Durante la dltima década se han desarrollado una serie de técnicas de Biologia
molecular que permiten la amplificacibn de secuencias de DNA y de RNA
especificas del complejo M.tuberculosis. Permiten generar, a partir de una Unica
copia de DNA o RNA, mediante proceso enzimatico, millones de copias del acido
nucleico diana, facilitando de esta forma la deteccion de M.tuberculosis. Esta
tecnologia ha logrado solventar los principales problemas inherentes a las técnicas
microbiolégicas convencionales, permitiendo establecer diagndsticos rapidos
(entre 2 y 8 horas) y mejorar la sensibilidad de los métodos de cultivo tradicional.
Las evaluaciones llevadas a cabo sobre muestras clinicas con baciloscopia

positiva ofrecen excelentes resultados de sensibilidad (> 98%) y especificad

13



(>98%), tanto con los sistemas que amplifican DNA como RNA. Sin embargo la
variabilidad es mayor cuando se evallan las muestras con baciloscopia negativa.
Los trabajos realizados con PCR han evidenciado sensibilidades entre el 50-60%
en muestras de baciloscopia negativa de origen pulmonar, pero dicha sensibilidad
disminuye de forma muy importante en las muestras extrarrespiratorias, debido a

un elevado namero de inhibiciones de la reaccion.*

3.4 Transmision y patogénesis

La transmision de los bacilos de la tuberculosis se produce casi exclusivamente
por medio de ndcleos suspendidos en pequefias gotas que son expulsadas con la
expectoracion de las personas afectadas por tuberculosis pulmonar. Estas
pequefias gotas pueden permanecer infectantes en el aire durante largo tiempo y
pueden ser inhaladas por otras personas. La infeccion de los contactos es mas
probable cuando conviven o permanecen durante un tiempo prolongado cerca del

enfermo que esta expectorando bacilos y en un ambiente poco ventilado.

La infeccion primaria por M. tuberculosis comienza cuando una persona inhala
aerosoles en el aire que contienen microorganismos y que por su tamafo logran
evadir las defensas de los bronquios penetrando hasta los alvéolos. Ahi, los
bacilos son ingeridos por los macréfagos alveolares que los transportan a los
ganglios regionales. Cuando la infeccidon no es contenida a ese nivel, los bacilos
pueden llegar a la sangre y diseminarse. La mayor parte de las lesiones
pulmonares o de diseminacion cicatrizan volviéndose focos de futura potencial
reactivacion. La infeccion primaria produce una respuesta inflamatoria inespecifica
gue es usualmente asintomatica, pero si ocurre diseminacion ésta puede resultar
en tuberculosis miliar o0 meningea potencialmente mortal, particularmente en

lactantes y nifios pequefios.®
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Aproximadamente después de dos a diez semanas de la infeccidn primaria
aparece una lesion primaria demostrable mediante rayos X, y se completa una
respuesta de hipersensibilidad mediada por células en el huésped que puede
comprobarse por la prueba de tuberculina o PPD (derivado proteinico purificado).

En cuanto al periodo de incubacion de la tuberculosis, la mayor parte de las
personas inmunocompetentes (90%) contienen la infeccion primaria y no
desarrollan la enfermedad. Estas personas pueden permanecer infectadas pero
asintomaticas toda la vida, y sin transmitir el microorganismo a otros. Del 10% que
desarrolla la enfermedad tuberculosa, 5% lo hace por progresiéon de la infeccidon
primaria y el otro 5% después de la infeccibn primaria por reactivacion. La
enfermedad tuberculosa se produce también por reinfeccion, es decir, una nueva

infeccion que abruma la capacidad de contencién del sistema inmune.®

La tuberculosis puede manifestarse en cualquier érgano, porque M.tuberculosis se
disemina por todo el organismo; sin embargo, la enfermedad pulmonar es la mas
frecuente (80-85% de todos los casos diagnosticados) debido a que el bacilo

necesita abundante oxigeno para multiplicarse.”

El reservorio fundamental de M.tuberculosis es el hombre, aunque no hay que
olvidar que el ganado bovino lo es de M.bovis y que muchos animales pueden
serlo también del complejo M.tuberculosis, sin embargo la fuente de contagio de

esta enfermedad la constituye, casi exclusivamente el hombre infectado.*

Existen una serie de condiciones que facilitan el que el huésped tenga mayor
probabilidad de enfermar si se produce el contagio, casi todas ellas ligadas a un
mayor o menor grado de inmunodeficiencia. Son los denominados factores de
riesgo de la TB. (Tabla 1)*

Las edades limites de la vida son las mas vulnerables a padecer la enfermedad,
sobre todo los nifios menores de 5 afios y los adultos mayores de 65-70 afos.
Esto puede estar parcialmente justificado por el discreto grado de

inmunodeficiencia que se puede tener en estas edades. En todas las series
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estudiadas a nivel mundial la TB afecta mas frecuentemente a varones (60-70%)
gue a mujeres. No todas las personas poseen igual riesgo para desarrollar TB una
vez adquirida la infeccién. Se conocen una serie de circunstancias que facilitan el
desarrollo de la enfermedad; estos que conllevan un mayor o menor grado de
inmunodeficiencia incrementan hasta 100 veces la posibilidad de padecer TB con

respecto a la probabilidad que puede tener una persona normal.”

Tabla 1. Factores de riesgo para pasar de infeccion por TB a enfermedad*

Factor Riesgo relativo comparado con poblaciéon normal
Infeccion por VIH 50-100
Cortocircuito yeyunoileal 27-63
Neoplasias solidas 1-36
Silicosis 8-34
Neoplasia de cabeza y cuello 16
Hemodiélisis 10-15
Neoplasias hematolégicas 4-15
Lesiones fibroticas 2-14
Farmacos inmunosupresores 2-12
Hemofilia 9
Gastrectomia 5
Bajo peso corporal 2-4
Diabetes mellitus 2-4
Fumadores importantes 2-4
Poblacion normal 1

Fuente: Caminero-Luna “Tuberculosis para médicos especialistas” (UICTER). Francia
2003
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En todos los paises del mundo ha habido un incremento en los casos de TB,
atribuyéndose este fendmeno a diversos factores, como son: descuido y abandono
de los programas de control de la tuberculosis, la aparicion de un elevado numero
de cepas resistentes a una o0 mas de las drogas de primera linea y sobre todo el
creciente numero de personas infectadas por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH), y con otras inmunosupresiones como Diabetes y desnutricion.
Adicionalmente en estos pacientes con inmunosupresion se han incrementado las

coinfecciones con micobacterias no tuberculosas (MNT).?

Las enfermedades causadas por las MNT son practicamente indistinguibles de las
causadas por los miembros del Complejo M.tuberculosis (CMT), desde el punto de
vista clinico, radiol6gico y microbiol6gico; sin embargo el tratamiento es muy
distinto dependiendo del grupo de micobacterias que estén infectando al huésped,

por lo que es muy importante su identificacion a nivel de especie.?

La diferenciacion a nivel de especie de las micobacterias por métodos
tradicionales es muy lenta debido a que se realiza mediante pruebas bioquimicas
gue requieren contar con un cultivo puro y abundante, el resultado final requiere
de 30 a 45 dias. La diferenciacion se puede realizar mediante técnicas mas
sofisticadas como la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC por sus
siglas en inglés), sondas moleculares (que son muy costosas) o bien, pruebas de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) que son mas sencillas de realizar;
con un menor costo y que adicionalmente ofrecen resultados en un tiempo

menor.*
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3.5 Impacto del VIH en la tuberculosis

La coinfeccién TB/VIH, manifestada ya sea como infeccién tuberculosa latente o
como enfermedad tuberculosa activa, es un problema significativo de salud publica
a nivel mundial. En el afio 2009 se estimaron 1.1 millones de nuevos casos de
coinfeccién por tuberculosis y VIH en el mundo y 24.000 nuevos casos en la

Regidén de las Américas. De estos ultimos se notificaron 14.762 casos (62%).

La tuberculosis es la causa de muerte de una de cada tres personas con SIDA en
el mundo. Una tercera parte del incremento en los casos de tuberculosis a nivel
mundial se atribuye a la propagacion del VIH. En América, se estima que el 9.5%

de las muertes por TB estan asociadas al VIH.’

En el afilo 2009 el porcentaje de casos de TB con prueba de VIH en la region fue
del 41%, siendo la mayoria de casos reportados por Brasil (45%). ElI promedio
regional de coinfeccion TB/VIH reportada fue de 17% y casi la mitad de los paises
reportaron suministro de tratamiento antirretroviral para mas del 50% de los casos

coinfectados.®

El impacto de la coinfeccion VIH y tuberculosis es bidireccional. La tuberculosis, al
aumentar la carga viral, acelera la progresion de la infeccion por VIH a SIDA, y con
ello a la muerte. La infeccion por VIH, al conducir a la declinacion de linfocitos CD4
(que son de crucial importancia en iniciar y mantener la respuesta inmune) afecta

la presentacion clinica y evolucién de la tuberculosis, ya que:

- Promueve la progresion a enfermedad de personas infectadas con TB. El
riesgo de progresion de infeccidn por TB a enfermedad es de 5% en
personas sin VIH en los primeros 2 afios y luego <5% el resto de la vida. En
personas con VIH ese riesgo es de 3 a 13% por afio, aumentando a > 30%
para el resto de la vida

- Aumenta la tasa de recurrencia por TB.

- Al haber mas casos de TB/VIH aumenta el riesgo de transmision de TB en

la comunidad
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- Aumenta la mortalidad
- Incrementa la demanda al sistema de salud
- Favorece el desarrollo de formas de TB extrapulmonar y baciloscopias

negativas.’

En los paises industrializados, el 80% de los infectados por M.tuberculosis son
mayores de 50 afios, mientras que el 85-90% de los infectados por el VIH se
encuentran por debajo de esa edad. En las naciones en vias de desarrollo,
ademas de que tienen un gran numero de infectados por ambos patégenos, tanto
los infectados por M.tuberculosis como por VIH estan coincidiendo en los mismos
grupos de edad (poblacion de 20-49 afos). Se estima que la incidencia de la TB
en personas con VIH es 100 veces mayor que en la poblacion en general; segun

datos de la OMS el 40% de los pacientes mueren con TB.°

En pacientes inmunodeprimidos con VIH/SIDA y otras inmunosupresiones se han
aislado no solo micobacterias del CMT sino también micobacterias no
tuberculosas (MNT);*® las mas frecuentemente reportadas como causantes de
enfermedad pulmonar y diseminada pertenecen al complejo MAC que incluye a
M.intracellulare y M.avium.*' La incidencia de infecciones por este tipo de
micobacterias ha aumentado en los ultimos afios por lo que se ha recomendado
gue en el caso de infecciones micobacterianas se realice el diagnéstico a nivel de
especie, ya que el tratamiento del CMT es diferente al que se administra a los
pacientes infectados con MNT. Para el CMT se administra Rifampicina, Isoniacida,
Pirazinamida, Etambutol y Estreptomicina en diferentes combinaciones y dosis
dependiendo tanto si la TB es localizada o diseminada y de la inmunosupresién
del paciente. Mientras que para las MNT en su mayoria se tratan con
Claritromicina, Azitromicina, Rifabutina o Rifampicina. También es importante
diferenciar M.bovis de M.tuberculosis dentro del complejo CMT ya que en el caso
de M.bovis se elimina la Pirazinamida que es la mas hapatotoxica de todas las

drogas antifimicas.*?
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1 Material biologico

Para este trabajo se recolectaron 65 cepas provenientes de 45 pacientes
procedentes de muestras clinicas tales como esputo, aspirado bronquial, orina,
biopsias de ganglios y tejidos, sangre periférica, médula 6sea, liquido pleural,
liguido de ascitis, liquido cefalorraquideo, abscesos, huesos, etcétera; de
pacientes tanto inmunocompetentes como inmunocomprometidos que estuvieron
hospitalizados o que asistieron a la consulta externa del Hospital Regional
“General Ignacio Zaragoza” del ISSSTE. Las edades de los pacientes oscilaron
entre 15-81 afios, ademas de una nifia de 2 afios que resulté afectada por

M.bovis.

De estas 65 cepas la amplificacién y diferenciacion se logré en 57 de ellas
pertenecientes a 42 pacientes.

4.2 Cultivo de muestras

Las muestras se sembraron en medio Lowestein -Jensen (LJ) o MGIT( Tubo
Indicador de Crecimiento de Micobacteria), a partir de los cuales cuando fueron
positivos se realizé un frotis tefiido por Kinyoun para verificar que se trataba de
Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR), posteriormente se resembraron en 15
mL de medio Dubos enriquecido con OADC/PANTA (Acido oleico, Albumina,
Dextrosa, Catalasa/Polimixina B, Anfotericina B, Acido Nalidixico, Trimetoprima y
Azlocilina), el cual se incub6 a 37°C de 7 a 20 dias. Una vez que se observo el
desarrollo en dicho medio se realizO nuevamente un frotis y se tifio por Kinyoun
para verificar la pureza del cultivo. Este procedimiento se realizé con la finalidad
de aumentar la poblacion de micobacterias de cada cepa y asi tener suficiente
material biolégico para poder realizar la estandarizacion de la técnica.
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4.3Extraccion del DNA para la realizacion de la PCR

4.3.1 Cultivo liguido.

Confirmada la pureza del cultivo se utilizaron entre 100-1000pL de este,
dependiendo del crecimiento. Estos se centrifugaron a 14,000 rpm por un periodo
de 2 minutos, al obtener un boton se desechd el sobrenadante y la pastilla se
resuspendidé en 100uL de agua estéril. Esta suspension se hirvio durante 10
minutos e inmediatamente después se paso a hielo. Esta técnica se tomé de una
un trabajo donde fue utilizada para la extraccion de DNA de Escherichia coli por
Cobos-Marin®?

Esta suspension se utiliza como plantilla de DNA para efectuar la PCR de

diferenciacion de especie (Esquemal)
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Esquema 1. Extraccion de DNA para la PCR de diferenciacion de especie de
Mycobacterium de un cultivo proveniente de medio liquido.

Cultivo positivo

\ 4

Centrifugar a 14,000
rpm durante 2
minutos

Desechar el
sobrenadante.

L]

\ 4

Incubar a 37 C entre
7-20 dias

Resiembra en medio
Dubos

\ 4

Tomar entre 100-

1000uL del cultivo

(dependiendo del
crecimiento obtenido)

Verificar pureza
(frotis tefiido por
Kinyoun)

L]

Agregar 100pL de 10minutos,
H,O esteril y D inmediatamente
resuspender. después pasar a

hielo.

DNA plantilla para
PCR's MTB F/Ry
PCR's RAC 1/8, RD4

{ Hervir durante
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4.3.2 Cultivo sélido

Para los cultivos en medio sdlido de LJ se procedio a tomar una asada de la cepa

y resuspenderla en 100pL de agua estéril*®

. Esta suspension se hirvié durante 10
minutos y posteriormente se le dié un choque térmico en hielo en donde se dej6
reposar por lo menos 5 minutos. Transcurrido este tiempo se centrifugd la
suspensién 7.5 minutos a 14,000 rpm.*® Se tomé el sobrenadante y se reservé en

otro tubo estéril; este es el DNA plantilla para la realizacion de las PCR’s

23



Esquema 2. Extraccién de DNA para la PCR de diferenciacion de Mycobacterium proveniente de un
cultivo solido

Colocar 100uL de H,0O

Con una punta de Disolver perfectamente
madera estéril tomar con la avuda del
estéril en un tubo. una colonia del cultivo vor¥ex

positivo y resuspender.

Hervir durante 5
minutos.

\ 4

Pasar inmediatamente
al hielo/dejarla ahi por
lo menos 10 minutos.

Centrifugar 7.5
minutos a 14,000rpm

Tomar el sobranadante DNA molde para
y desechar el diferenciacion a nivel
sedimento. de especie

L)
L)
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Para lograr la diferenciacion a nivel de especie de las cepas estudiadas se usaron

dos PCR’s desarrolladas por Cobos — Marin y colaboradores en 2003.*

4.4 PCR para identificar micobacterias del CMT

Se utilizaron los iniciadores MTB-F/MTB-R, que amplifican un fragmento de 488pb,
exclusivo de los miembros del complejo M.tuberculosis. ****(Figura 2 y Tabla 4),

El blanco para el iniciador MTB-F es la secuencia complementaria a los ultimos 15
nucleotidos del Gen murA y los primeros 6 nucleétidos de la regiéon de promotores
del operon rDNA 16S.* El blanco para el iniciador MTB-R es la secuencia

complementaria a los nucleétidos 192-210 de la regién V2 del rDNA 16S.%°

Figura 2. PCR utilizando los iniciadores MTB-F/MTB-R

| operon rDNA

HMPR 16S

VIS o MTB-R
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Se utilizé un volumen de mezcla de 25 pL, las condiciones de la PCR fueron:

Tabla 2. Condiciones de la PCR usando MTB F/R (Identificacién de complejo M.tuberculosis)

Reactivo Concentracion | Ciclos en el termociclador Temperatural/tiempo
MgCl, 1.7mM 1 ciclo 95°C/5 min
Tag polimerasa 1U 95°C/30 seg
Mezcla MTB F/R 0.4uM 36 ciclos 58°C/1 min
DNA 1.56 3.0 pL* 72°C/2 min
DNTP’s 200uM 1 ciclo 72°C/5 min

*1.5uL si es de un cultivo liquido y 3uL si es a partir de un cultivo sélido.

Los productos de amplificacion de esta PCR se separan en un gel de agarosa al
1.5% con TAE (40mM Tris, 20mM acido acético y 1ImM EDTA) usando este mismo
como buffer de corrida. También se utiliza un marcador en escalera de 100pb. De
cada producto de PCR se corren 9uL mezclados con 1uL de colorante de corrida,
se complementa la corrida del gel usando un blanco y un control positivo. En el
caso del control positivo se utiliza una plantilla de DNA de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv. Esta cepa y todas las demas usadas como referencia en este
trabajo fueron amablemente donadas por el Doctor Jorge A. Gonzélez y
Merchand; Jefe del Departamento de Microbiologia Molecular de la Escuela

Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB) del Instituto Politécnico Nacional (IPN).

Cada gel se corre a 90volts por alrededor de una hora y treinta minutos. Los
resultados de cada gel se revelan al sumergirlos por 10 minutos en bromuro de
etidio (150 mg de bromuro de etidio/100mL H,O) y exponerlos posteriormente a

luz UV a una frecuencia de 302nm.
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La aparicion de una banda cercana a los 500pb (488pb) que coincida con la
banda del control positivo indica la presencia de una micobacteria perteneciente al
CMT (Figura 3), mas sin embargo con esta PCR no se pueden aun diferenciar
M.bovis de M.tuberculosis, por lo que se necesita hacer una segunda PCR para

poder llevar a cabo una correcta diferenciacion.™

1 2 3 45 0 7 8 ¢ 10 11 12

488 pb

Figura 3. Interpretacion de los resultados de la PCR para diferenciar micobacterias
pertenecientes al CMT. Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: Control
positivo (M.tuberculosis H37Rv), Carril 3: Control negativo (M. avium), Carriles 4, 6,
7,9, 10, 11, 12: Micobacterias pertenecientes al complejo M.tuberculosis, Carriles 5
y 8: Micobacterias no tuberculosas (MNT)
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4.4PCR multiple para identificar género Mycobacterium y diferenciar M.
bovis de M. tuberculosis.

Se realiz6 una PCR multiplex usando la combinacion de los iniciadores
RAC1/RAC8 y Y277-32F/ Y277-32R. Los iniciadores RAC1/RAC8 amplifican un
fragmento que abarca desde los ultimos 99 codones del gen murA a la posicion
357 del gen rDNA 16S y cuyo tamafio puede variar entre 900 a 1500pb (Tablas 4y
5) dependiendo de la especie micobacteriana, hasta ahora este fragmento se ha
encontrado en todas las especies micobacterianas que se han estudiado.***®*
Los iniciadores Y277-32F/ Y277-32R amplifican una porcion de 1031 pb de la
region de diferenciacion 4(RD4) que esta presente en el genoma de todos los

miembros del CMT excepto en M. bovis. 8% (Figura 4 y Tabla 4)

Figura 4. PCR multiple utilizando los iniciadores RAC1/RAC8 'y Y277-32F/ Y277-32R

Onic C

operdn rRNA

HIPR 165

934 pb (CcmT)
“x” para MNT
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Tabla 3. Condiciones de la PCR multiple RD4, RAC 1/8 (Diferenciacién de M. tuberculosis

y M. bovis de MNT)

El volumen de mezcla fue de 25 pL y las condiciones de la PCR:

*1.0pL si es de cultivo liquido y 2.0uL si es de cultivo sélido

Reactivo Concentracion | Ciclos en el termociclador | Temperatura/tiempo
MgCl, 1.5mM 1 ciclo 95°C/5 min
Tag polimerasa 0.15 95°C/30 seg
Mezcla RAC 1/8 0.1uM 36 ciclos 56.2°C/1 min
Mezcla RD4 o .
F/R 0.4uM 72°C/2 min
DNA 1.006 2.0 pL* 1 ciclo 72°C/5 min
DNTP’s 200uM
DMSO 10%
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Tabla 4.Iniciadores®®

FRAGMENTO PRESENTE | TAMANO DEL
INICIADOR | SECUENCIA 5’-3’
AMPLIFICADO EN: FRAGMENTO
RAC 1 TCGATGATCACCG | Una region localizada
AGAACGTGTTC dentro del extremo 3’ ]
Geénero
del gen muray una . 900-1500pb
CACTGGTGCCTCC Mycobacterium
RACS8 parte del gen 16S del
CGTAGG
rRNA
Un fragmento que
MTB-F CGGGTATGCTGTT | contiene la region de
AGGCGACG promotores del operén | Miembros del 4880h
del rRNA y del CMT P
CCACCACAAGACA
MTB-R extremo 5’ del gen
TGCATG
16S del rRNA
GACATGTACGAGA _ ,
Y277-32F Una porcion de la Miembros del
GACGGCATGAG .
region de CMT excepto 1031 pb
AATCCAACACGCA .
Y277-32R diferenciacion RD4 M.bovis
GCAACCAG

Fuente: Cobos Marin et al. “A novel multiplex PCR for the rapid identification of
Mycobacterium bovis un clinical isolates of both veterinary and human origin” (2003)
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Tabla 5.Tamafio de las bandas para RAC 1/ RAC 8%°

Micobacteria Pares de bases (pb)
M.gordonae 934
M.intracellulare 1000
M.abscesus 1300
M.avium 1000

M.fortuitum 1000~1100

M.kansassii 934
M.tuberculosis 934
M.bovis 934
M.canetti 934

Fuente: Perez-Martinez 1za et al,” A novel identification scheme for genus Mycobacterium,
M. tuberculosis complex, and seven mycobacteria species of human clinical impact”.

Los productos de amplificacion de esta PCR se separan en un gel de agarosa al
1.5% con TBE1X (TRIS 89mM, &cido boérico 89mM y EDTA 2mM) usando este
mismo como buffer de corrida. También se utiliza un marcador en escalera de
100pb. De cada producto de PCR se corren 9uL mezclados con 1uL de colorante
de corrida, se complementa la corrida del gel usando un blanco y un control
positivo. En el caso del control positivo se utiliza una plantila de DNA de

Mycobacterium avium o Mycobacterioum intracellulare (ENCB,IPN).

Cada gel se corre a 90volts por alrededor de una hora y treinta minutos. Los
resultados de cada gel se revelan al sumergirlos por 10 minutos en bromuro de
etidio (150 mg de bromuro de etidio/100mL H,0) y exponerlos posteriormente a
luz UV a 320nm.

La aparicion de dos bandas, una cerca por arriba de mil pares de bases (1031pb)
y otra cerca de 900 pares de bases (934pb) indica la presencia de M. tuberculosis,
una sola banda alrededor de 934pb, que adicionalmente haya sido positiva en la
PCR para CMT indica la presencia de M. bovis, si aparece alguna otra banda

entre 934-1500pb pertenece a alguna MNT (Figura 5). De acuerdo a los tamafios
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presentados en la tabla 4, podemos darnos una idea de qué tipo de micobacteria
no tuberculosa ha amplificado, sin embargo no se puede asegurar la especie de

esta manera.

2000 pp:>

1031 ph

goo pb — 934 pb

Figura 5. Interpretacion de resultados de la PCR multiple para identificar género
Mycobacterium y diferenciar M. bovis de M. tuberculosis. Carril 1: Marcador de peso
molecular, Carril 2: Control positivo (M.tuberculosis H37Rv), Carril 3: Control positivo
(M. bovis ANb), Carriles 4,7 y 9: M. tuberculosis, Carriles 5y 6: MNT, Carriles 8 y 10: M.

bovis
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Esquema 3. Protocolo general de trabajo e interpretacidon de resultados

Cultivo
positivo

‘ Verificar pureza (frotis por Kinyoun) ‘

‘ Cultivos ‘ [ Cultivos J
impuros puros
Descontaminaciénl Extraccion de DNA
para la PCR

‘ PCR para complejo ‘
tuberculosis (MTB F/R)

| PCR multiple RD4, RAC1/8 |
Positiva .
488pb) [ Negativa

Banda 1031pb ‘ { Banda entre J
Banda 934 pb 900-1500 pb

( Banda 934pb

[ M.tuberculosis J MNT

M.bovis
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5.- RESULTADOS

Se recolectaron 65 cepas provenientes de 45 pacientes diferentes, de estas cepas

se logro una identificacion exitosa en 57 de 42 pacientes diferentes. De estos 42

pacientes el 79% (33) de ellos tiene algun tipo de inmunosupresion, de las que

destacan el VIH y la diabetes con 13 y 14 casos respectivamente (Figuras 6y 7).

B Inmunosuprimidos

Inmunocompetentes

Figura 6. Distribuciéon de los pacientes estudiados de acuerdo a su estado

inmunoldégico
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Escleromatosis
Leucemia
Asma

IRC

Ninguna

Desnutricion

VIH

Sindrome de Cushing

Diabetes _

0 2 4 6 8 10 12 14

Numero de pacientes

16

Figura 7. Inmunosupresion asociada a la TB

El 68% de las cepas estudiadas fueron de origen pulmonar (se consideran

aspirados bronquiales, esputos y jugos gastricos) (Figura 8).

32%

correspondiente a las muestras extrapulmonares las cepas se aislaron en su

mayoria de sangre, medula ésea y orina (23/57) (Figura 9). Destaca el hecho de

que los pacientes con VIH solo hubo una muestra de origen pulmonar.
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H Pulmonares

M Extra pulmonares

Figura 8. Distribucién de las cepas de acuerdo a su localizacion anatobmica
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Figura 9. Origen de las muestras
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En cuanto a la influencia del sexo no se observé una prevalencia importante sobre
hombres o mujeres ya que resultaron ser afectados de manera muy similar (Figura
10), a pesar de que en la literatura se reporta una mayor tendencia de los hombres

a ser afectados sobre las mujeres.*

Figura 10. Prevalencia de la TB segun el sexo.
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El 63% de las cepas estudiadas resultaron pertenecer al CMT: 61%

M. tuberculosis, 2% M.bovis y el 37% restante pertenecié a las MNT (Figura 11)

E MNT ® M.tuberculosis & M.bovis

2%

Figura 11. Diferenciacién a nivel de especie de las cepas
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En cuanto al estado inmunolégico y el tipo de micobacteria encontrada destacan
los resultados de los pacientes con VIH, ya que muestran una relacion
practicamente igual entre el nimero de MNT y CMT encontrados en sus muestras.
Estos datos reafirman lo comentado en el planteamiento de este protocolo, que
indica que los pacientes VIH son infectados de manera similar por los dos grupos

micobacterianos (Figuras 12y 13)

Ninguna/M. bovis

Ninguna/MNT

Ninguna/TB

Otra/TB

Otra/MNT

Diabetes/TB

Diabetes/MNT

VIH/MNT

VIH/TB

I i

o
N
~
(e)]
(o]

10 12 14 16

Figura 12. Relacion de lainmunosupresién del paciente con el tipo de
micobacteria identificado.
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Figura 13. Relacién estado inmunolégico del paciente-grupo micobacteriano
detectado.

Los casos de TB pulmonar en este estudio resultaron encontrarse casi en su
totalidad en pacientes inmunosuprimidos; para el caso de la TB extrapulmonar se
encontr6 una frecuencia similar entre pacientes inmunosuprimidos e

inmunocomprometidos. (Figura 14).
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6.- DISCUSION DE RESULTADOS

Comunmente en el Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza” ISSSTE los
pacientes que son diagnosticados con una baciloscopia o cultivo positivo son
inmediatamente tratados con medicamentos para una TB originada por
Mycobacterium tuberculosis. EI medicamento indicado por los médicos es el
RIFATER® o DOTBAL®, (el primero incluye la Rifampicina, Isoniacida,
Pirazinamida, en una sola tableta y el segundo ademas de las anteriores incluye al
Etambutol). Como se mencion0 anteriormente este tratamiento es eficiente cuando
la micobacteria que se combate es perteneciente al CMT, sin embargo si la
micobacteriosis es causada por una MNT, este esquema terapéutico sera
ineficiente y adicionalmente resulta ser mas agresivo para el paciente. En este
estudio detectamos que un 37% de las cepas estudiadas resultaron ser MNT
(Figura 11), porcentaje importante considerando que el tratamiento inmediato que

se les dio a estos pacientes fue inadecuado.

La frecuencia de las MNT en pacientes inmunocomprometidos en esta
investigacion resulta ser importante y particularmente alta (29.8%) (Figura 13) al
compararlos con estudios epidemiolégicos similares. Tal es el caso del trabajo
realizado en Bogota Colombia en 2007%* donde encontraron que de un grupo de
92 pacientes con VIH solo el 8.2% de ellos se les detect6 MNT, siendo las mas
frecuentes las pertenecientes al complejo M. avium. Este dato resulta ser mas
elevado en este estudio debido a que también se estim6 a los pacientes con
Diabetes o con algun otro tipo de inmunosupresion, como la desnutricion o
anemia; pero demuestra la importancia de hacer una diferenciacién a nivel de
especie de las micobacterias para poder proporcionar a estos pacientes un

tratamiento adecuado y pronta recuperacion.

En México en 2007 se registraron 16,964 casos de tuberculosis en todas sus
formas clinicas, con una tasa de 16.03 por cada 100 mil habitantes, en estos
casos la mitad no presentaba una enfermedad concuminante no obstante las mas

frecuentemente asociadas a tuberculosis resultan ser: Diabetes Mellitus con 18%
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(35% en mayores de 40 afios), desnutricion 11.6% (24% en nifios), alcoholismo
6.8% y VIH/SIDA 4%.%

Estos datos sugieren que en la poblacién mexicana la asociacion mas comun con
la TB la tiene la Diabetes Mellitus, seguida de los problemas nutricionales que son
tan comunes en el pais. Es importante este analisis debido a que en México la
Diabetes es uno de los principales problemas de salud, y presenta una tasa de
incidencia creciente en los Ultimos afios 2 Asi mismo existen reportes como los de
Durson Tatar y colaboradores®® en 2003 que han estudiado la epidemiologia
existente entre la Diabetes y la TB y han demostrado que la Diabetes Mellitus
aumenta el riesgo de padecer tuberculosis de 3 a 7 veces mas que en los
pacientes no diabéticos y la forma mas comun es por medio de una reactivacion

de una TB latente.

Los dos grupos inmunosuprimidos mas notables a partir de los resultados
obtenidos fueron el VIH y la diabetes (Figura 7). Particularmente se pudo observar
qgue los pacientes diabéticos tienen una mayor predisposicion para ser mas
agredidos por las micobacterias pertenecientes al CMT que por las MNT. De forma
diferente los pacientes con VIH, resultan ser infectados casi de manera similar por
los dos grupos micobacterianos (Figura 12). Estos resultados destacan la
importancia de obtener un adecuado diagnéstico para la enfermedad, el cual
incluya la especie micobacteriana, sobre todo en estos pacientes que presentan

mayor predisposicion a contraer o reactivar la tuberculosis.

En el caso del VIH se ha demostrado que hay una actividad sinergista entre el
virus del SIDA y la TB. Es por eso que actualmente se recomienda que los
pacientes que son diagnosticados con tuberculosis se realicen una prueba para

saber si son VIH positivos.?

También se ha observado que en pacientes que no tienen tan dafiado su sistema
inmune (CD4+>200/cm®) es mucho mas comun ver casos de TB pulmonar que
extrapulmonar.?® En el caso de los resultados obtenidos casi todos los casos de

TB pulmonar que se reportan pertenecen a pacientes que tienen algun tipo de
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inmunosupresion (Figura 14). Lamentablemente, debido a que el Hospital no
realiza el conteo diferencial de linfocitos, un dato comparativo entre los niveles
reportados en la literatura y el de los pacientes estudiados no se logré realizar. Sin
embargo cuando se realizd el analisis de los expedientes clinicos se encontré que
los enfermos de VIH eran catalogados como estadio C3, en algunos casos por
estudios externos pagados por el mismo paciente o debido al avanzado deterioro
ocasionado por la enfermedad el médico podia obtener la clasificacion de manera

directa sin la necesidad de estos estudios.

Por otra parte a pesar de que se han publicado trabajos en los que se reconoce
una predisposicién mayor de los hombres a ser atacados por la tuberculosis* en el
grupo de estudio se encontré una tendencia ligeramente diferente, mas mujeres
enfermas de tuberculosis que hombres(Figura 10), este resultado probablemente
es el reflejo de la tendencia de los pacientes inmunosuprimidos en este estudio,
ya que los pacientes diabéticos en su mayoria se trataban de mujeres y en estas
se ha encontrado que cuando padecen Diabetes Mellitus poseen mayor tendencia

a desarrollar tuberculosis que los hombres.?*

En la literatura generalmente se encuentra reportado el diagnoéstico de la
tuberculosis realizado con la tincion de Ziehl —Neelsen; se dice que es el método
mas empleado en la mayoria de paises de escasos recursos por lo barato y facil
de usar, sin embargo su baja sensibilidad es un gran defecto. Se estima que
detecta del 30 al 60 % de los casos que resultan con cultivo positivo. El cultivo
sigue siendo el mejor método para diagndstico, sin embargo son necesarias de 3 a
6 semanas para obtener resultados positivos. Las pruebas de diagndstico para la
tuberculosis se han mantenido sin cambios durante casi un siglo, pero las nuevas

tecnologias prometen una revolucion en el diagnéstico de la tuberculosis.?®’

En los paises en desarrollo se ha demostrado que la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se puede usar para amplificar el DNA de Mycobacterium
tuberculosis y ofrece una posibilidad de resultados sensibles, especificos y rapidos
de diagndstico. En Brasil se realizdé un estudio en 2009 que reporta sensibilidades

de la PCR que van desde un 75 al 95% y especificidades de un 95%, usando
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como estandar de oro el cultivo.?” Asi mismo en Kenia en 2003 , Kivihya y
colaboradores?® realizaron un trabajo similar de deteccién de Mycobacterium
tuberculosis en pacientes VIH por medio de la PCR, los autores reportan una
sensibilidad del 93% y una especificidad del 84% comparado con el cultivo como
estandar; adicionalmente se reporta que el estatus del VIH no afecta la
sensibilidad de la prueba, ya que por su alta sensibilidad no importa en qué
momento se tome la muestra, factor que si influye en el ZN, en el cual se prefiere
que las muestras, cuando son pulmonares, se tomen a primera hora por la

mafana.

Las nuevas técnicas son muy necesarias, y los analisis moleculares de
amplificacion como la PCR han demostrado ser alternativas prometedoras, incluso
para los paises en vias de desarrollo. La PCR tiene el potencial de ser una
alternativa rentable. Si el diagndstico se puede establecer mas rapido, y
adicionalmente el proceso se hace menos complicado para el laboratorio, la PCR

puede reducir la demora tanto en el diagnostico y en el inicio del tratamiento.

Por otra parte la implementacion de este tipo de diagndstico, en un hospital donde
hay gran prevalencia de tuberculosis y VIH, ademas de un creciente niUmero de
casos de diabetes, sera de gran ayuda para el laboratorio de Bacteriologia; ya que

les permitira hacer un analisis mas certero y de forma mas oportuna.

El ISSSTE al ser una institucion gubernamental, financia el tratamiento de cada
derechohabiente; como parte de las ventajas que se obtienen al dar un adecuado
diagnostico de la tuberculosis que incluya la especie micobacteriana, se
proporciona al paciente el tratamiento correcto para su enfermedad evitando
gastos innecesarios en medicamentos no indicados, evitandole su toxicidad.
Otras ventajas son disminuir la posible aparicidon de cepas resistentes, ahorro de
recursos al instituto en pruebas de gabinete e incapacidades y finalmente y lo mas
importante se promueve una pronta reincorporacion del paciente a su vida social

y laboral.
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7.- CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran que en pacientes que tienen
comprometido su sistema inmune se pueden presentar casos de
tuberculosis causada por micobacterias pertenecientes al complejo CMT y
micobacteriosis causadas por micobacterias no tuberculosas. De igual
forma pasa con los pacientes inmunocompetentes, aunque en estos es mas
comun la infeccién por las micobacterias pertenecientes al CMT que por las

micobacterias no tuberculosas (MNT)

Las MNT tienen un tratamiento diferente a las pertenecientes al CMT, por lo

que una diferenciacion a nivel de especie es sumamente importante.

Como se esperaba por lo reportado en otros trabajos los grupos mas
susceptibles dentro de los inmunodeprimidos son los VIH positivos y los
diabéticos. En el presente estudio el mayor niumero de muestras de
pacientes inmunosuprimidos la aportaron los diabéticos debido a que la

incidencia de diabetes en el pais es mas alta que la de VIH.

En el Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza” anclado en la zona
oriente de de la Cd de México encontramos un alto porcentaje de MNT
(37%) contra un 63% de micobacterias del CMT; sin embargo, inicialmente
el tratamiento que se da a todos los pacientes es para el CMT, lo que
redunda en falla terapéutica que muchas veces lleva a la muerte del
paciente. Con la identificacion de la especie de una manera temprana se
cambia el tratamiento, lo que significa que cada paciente tiene un
tratamiento individualizado administrandosele la terapia adecuada en un
lapso de tiempo mas corto, lo que evita dafios colaterales como son la

hepatotoxicidad, ademas se ahorra en farmacos, estudios de gabinete,
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tiempo estancia hospitalaria, pago de incapacidades y el paciente se
reintegra rapidamente a sus actividades laborales; ademas con el
tratamiento oportuno se evita la diseminacion de nuevos casos de

tuberculosis.
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