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Resumen

Hace mas de un siglo Robert koch descubrié el bacilo que causa la tuberculosis. En aquel momento
causé 1 de 7 de todas las muertes en Europa y un tercio de las muertes eran adultos jévenes en
edad productiva. En la actualidad sigue siendo un problema de salud publica. Se calcula que en
todo el mundo estan infectadas 1700 millones de personas (un tercio de la poblacién mundial),
con 10 millones de nuevos casos y mas de 3 millones de muertos anuales *. En 2012, 8.6 millones
de personas enfermaron de tuberculosis y 1.3 millones murieron. Siendo esta la segunda causa de
mortalidad a nivel mundial ocasionada por un agente infeccioso?.

Recientemente se ha producido un aumento constante en el nimero de casos anuales de
tuberculosis como consecuencia de la epidemia de SIDA 1. Existen en el mundo 35 millones de
personas infectadas simultdaneamente por el VIH y el bacilo tuberculoso, aunque no padecen la
enfermedad activa. Esta combinacién es letal, ya que una infeccién acelera la evolucidn de la otra
teniendo 30 veces mas probabilidad de llegar a padecer tuberculosis activa que quienes no estan
infectados. En 2012 hubo aproximadamente 1.1 millones de casos nuevos de coinfeccién, de los
cuales 320 000 fueron letales. Aproximadamente un 20% de las muertes de personas infectadas
por el VIH son causadas por la tuberculosis.

Adicionalmente, en estos pacientes infectados por VIH se han incrementado las coinfecciones con
MNT’s. Las enfermedades causadas por este tipo especial de Micobacterias desde el punto de
vista clinico, radioldgico y microbiolégico son practicamente indistinguibles de las causadas por M
tuberculosis; sin embargo, el tratamiento es muy distinto dependiendo del grupo de Micobacterias
que infecten al hospedero, por lo que es de suma importancia identificar la especie infectante’.

En el hospital de infectologia del CMN La Raza se tiene una positividad de cultivos (MGIT y
Lowenstein Jensen) de alrededor del 10% de las muestras cada afio (segun estadisticas internas
del laboratorio) (Grafica 1), siendo entonces de suma importancia determinar qué tipo de
Micobacterias estd infectando al paciente utilizando el método de PCR (HAIN) y asi poder utilizar el
tratamiento adecuado.

Se utilizaron 623 cepas positivas en cultivo procedentes de aparato respiratorio (69%), sangre y
medula ésea (7%); orina (9%), liquidos corporales (5%) y biopsias de tejido (9%), de pacientes
provenientes de los 4 hospitales del Centro Médico Nacional la Raza, de las cuales las especies
encontradas fueron las siguientes: M. tuberculosis con 77.7%, M. avium con 17.2%, M. gordonae con
2.2%, M. bovis con 1.3%, M. kansassi con 1.1% y M. malmoense con 0.5%. Esto es de suma
importancia para un mejor tratamiento ya que para cada una de ellas es diferente, y un error
podria resultar en un fracaso terapéutico y propagacion de la enfermedad, y en consecuencia el
fallecimiento del paciente.

Implementar las nuevas técnicas de diagndstico e identificacion de especies pertenecientes al
género Mycobacterium, tales como la PCR (HAIN), han demostrado ser una muy buena alternativa
para un pronto y correcto inicio del tratamiento ademas de una mejora considerable a la salud de
los pacientes.



Justificacion:

1.

En el 2012 se reportaron en México 40 millones de casos de personas infectadas de
tuberculosis, de los cuales 2.5 millones fueron letales. La aparicion de cepas MDR, la
epidemia de VIH, el incumplimiento del régimen terapéutico, la complicacién con otras
infecciones y factores sociales son algunas de las causas por las cuales han estado
proliferando recientemente las Micobacterias, y ya que no todas tienen el mismo
tratamiento es de suma importancia determinar la especie infectante, razén por la que se
presenta este trabajo.



Objetivo general:

1. Determinar la especie de micobacterias infectantes por medio de la PCR (HAIN) de
pacientes en los cuatro hospitales del CMN La Raza (Hospital de Ginecoobstetricia,
Hospital de Especialidades, Hospital General y Hospital de Infectologia) para dar un
diagnéstico y poder establecer el tratamiento adecuado.

Objetivos particulares:

1. Diferenciar entre micobacterias tuberculosas de las no tuberculosas mediante los kits
Genotype CM y Genotype MTBC para obtener la proporcidon entre ambos tipos de
micobacterias y dar el tratamiento correcto.

2. ldentificar los factores de riesgo predisponentes en los pacientes infectados por
micobacterias revisando la historia clinica de ellos para obtener su tendencia.

3. Determinar la sensibilidad a antibidticos de cepas de micobacterias con el kit Genotype
MTDRplus para obtener los casos donde haya existido fracaso terapéutico.



Antecedentes

Epidemiologia

Se presume que el género Mycobacterium se origind hace mas de 150 millones de afios. Los primeros
progenitores de MTB probablemente pertenecian a los hominidos del este africano hace

3 millones de afios. Los miembros modernos del MTC se originaron desde un comun progenitor
hace cerca de 15,000 a 35,000 afios®.

Desde el principio de la historia la TB ha marcado a la especie humana. Su agente causal
Mycobacterium tuberculosis ha matado a mas personas que cualquier otro agente patdégeno 3. A
pesar de tener un origen tan antiguo, es sorprendente el desconocimiento que se tiene. MTB ha
ido desplazandose hacia los sectores mas vulnerables de la poblacién mundial: extrema pobreza,
hacinamiento, falta o nulo acceso a servicios de salud, son algunos de los factores que fomentan
su subsistencia y transmision. No en vano sigue siendo la enfermedad infecciosa humana mas
importante y el patédgeno con mayor nimero de muertes al afio.

Se estima que 1,700 millones de personas, un tercio de la poblacion mundial, estd infectada por
MTB®. En México, en el 2012 se reportaron 40 millones de personas infectadas de tuberculosis, de
los cuales 2.5 millones fueron letales y 27 millones de nuevos casos?.

La aparicion de cepas MDR es motivo de gran preocupacion. El aumento de la cifra a causa de la
epidemia de VIH, el incumplimiento del régimen terapéutico, la complicacién con otras infecciones
y factores sociales son algunas de las causas por las cuales han estado proliferando recientemente
estas cepas .

Etiologia

La TB es una enfermedad infecciosa causada por los miembros del complejo MTC, el cual esta
formado por las especies tuberculosis, bovis, bovis BCG y africanum del genero Mycbacterium®.

Los microorganismos pertenecientes al género Mycobacterium son bacilos inmdviles muy
delgados (0.2-0.4 x 1-10 um), pertenecientes a la familia Mycobacteraceae (Unico genero de esta
familia), orden Actinomycetales y clase Actinomycetes. Los géneros que estan estrechamente
relacionados con micobacterias son Nocardia, Rhodococcus y Corynebacterium. Las especies de
Mycobacterium poseen una estructura poco comun de la pared celular, con 4&cido N-
glicolilmuramico en lugar de N-acetilmuramico, y un contenido muy elevado de lipidos. Debido a
esta caracteristica son muy dificiles de tefiir con tinciones de uso habitual, como los usados en la
tincion de Gram, pero estos resisten la decoloracidn con alcohol acidificado (3% de acido clorhidrico)
tras la exposicion prolongada de fucsina basica y al calentamiento posterior. Esta propiedad
importante que depende de su pared celular se le denomina acido-alcohol resistencia y permite
distinguirlas de otros géneros (figura 1). También se caracterizan por crecer con mayor lentitud (2 a
60 dias a temperatura éptima) que la mayoria de las bacterias patégenas humanas,



debido a la superficie celular hidrofoba que los induce a formar grumos, por lo que los nutrientes
ingresan con dificultad a la célula .

-
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Figura 1. Bacilos acido-alcohol resistentes tefiidos con la tincidn de Ziehl-Neelsen

En la actualidad hay 71 especies reconocidas del genero Mycobacterium. Clasificandose en dos
grupos:

1. Las pertenecientes al complejo Mpycobacterium tuberculosis (tuberculosis, bovis y
africanum).
2. Las micobacterias no tuberculosas (MNT's)%.

Dentro de este Ultimo grupo se encuentran las especies pertenecientes al complejo
Mycobacterium avium, que desde el punto de vista taxondmico comprende a avium,
intracellulare, paratuberculosis, lepraemurium y silvaticum. Pero para fines practicos solo se analizan
los microorganismos del complejo que causan infecciones humanas, es decir, avium, intracellulare y
paratuberculosis. Dado que el aislamiento de paratuberculosis es muy poco frecuente, la
denominacién avium se aplica mdas a menudo a la identificacidn de avium- intracellulare .



Analisis de laboratorio

Tipo de muestra

Las micobacterias pueden ser aisladas de una gran variedad de muestras tales como esputo,
lavado gastrico, aspiracién transtraqueal, broncoscopia o hisopado laringeo, orina, liquido pleural,
liguido peritoneal, liquido cefalorraquideo, tejidos y liquidos corporales, heridas cutaneas, biopsias
de tejido, aspirados (pus), sangre y medula dsea 4.

Procesamiento de la muestra

Las muestras como esputo, lavados gastricos, aspiracion transtraqueal, broncoscopia o hisopado
laringeo y orina remitidas al laboratorio para cultivo presentan restos orgadnicos, como mucina, tejido
(células epiteliales), suero y otros materiales proteicos contaminados por microorganismos (algunas
veces de flora normal y otras con microorganismos patdgenos). Asi que se debe procesar la muestra
a modo de eliminar o reducir el nimero de bacterias rapidamente proliferativas que impiden el
desarrollo de las micobacterias, ademas de liberar a los bacilos de las células y/o de la mucina
existente en la muestra, a este proceso se le llama digestién/descontaminacion *.

Es lamentable que no exista un método de descontaminacién ideal, razén por la cual los laboratorios
padecen constantes limitaciones, pues se debe esforzar por incrementar al maximo el grado de
supervivencia de los bacilos, eliminar la mayor cantidad posible de microrganismos
contaminantes siendo lo menos agresivos posibles para tener un indice de contaminacidon maxima
global aceptable del 5% *.

Métodos de digestién/descontaminacion:

NaOH

Zephiran-fosfato trisédico

NALC-NaOH.

Acido oxalico (mas conveniente cuando las muestras estdn contaminadas con

e

microorganismos gramnegativos, en particular Pseudomonas y Proteus).

El NaOH es el método mds utilizado y muy conveniente porque ademas de ser descontaminante es
mucolitico. Se pueden usar diversos agentes para licuar las muestras como el NALC, ditiotreitol
(esputo lisina) y enzimas. Ninguno de estos agentes inhibe células bacterianas. Se utilizan estos
elementos juntos en una mezcla enérgica con un mezclador (vortex) en un recipiente cerrado *.

Después de la digestion/descontaminacion se agrega buffer de fosfatos para neutralizar y se
centrifuga a fin de concentrar las micobacterias y favorecer su deteccidn en el frotis y el cultivo *.

Las muestras que no requieren este proceso como el LCR, el liquido pleural y peritoneal solo son
concentradas por centrifugacién para la realizacién de frotis y cultivo 4.



En el caso de la sangre y medula dsea son recolectadas e inoculadas directamente en un caldo
nutritivo (ej. BACTEC 132) con previa asepsia del sitio de puncién.

Tincion

Las micobacterias poseen paredes celulares que contienen acidos micdlicos, que son acidos grasos
de cadena larga con multiples enlaces cruzados. Estos acidos micdlicos de cadena larga forman
complejos con los colorantes basicos y contribuyen asi a la caracteristica de acido-alcohol resistencia
que distingue a las micobacterias de otras bacterias *.

Comunmente se utilizan estos métodos de coloracion:

1. Ziehl-Neelsen
2. Kinyoun
3. Fluorocromo (rodamina-auramina)

Los extendidos se preparan igual para cualquiera de los 3 métodos.

En la tincién de Gram, las micobacterias por lo general aparecen mal tefidas, al no poder captar el
cristal violeta o la safranina. La acido alcohol resistencia es afectada por la edad de las colonias,
por el medio de cultivo y por la luz ultravioleta *.

Baciloscopia

La baciloscopia es el procedimiento de elecciéon en el que se aporta una confirmacién preliminar
del diagndstico que sirve para iniciar el tratamiento y confirmar el caso. La mds utilizada y
aconsejable es la clasica tincion de Ziehl-Neelsen, en la que el bacilo se ve como pequefios
bastones curvados de color rojo-fiusha sobre el fondo azulado® (figura 1). Se deben de leer al
menos 100 campos siendo mas rapido con la técnica del fluorocromo, aunque tiene como desventaja
gue muchas micobacterias de crecimiento rapido no aparecen fluorescentes, asi es que se
recomienda confirmar todos los extendidos negativos con la técnica clasica de Ziehl-neelsen *.

La baciloscopia tiene como caracteristica que es sencilla de elaborar, rdpida, reproducible, de bajo
costo y elevada especificidad. La Unica limitante que tiene es su relativa baja sensibilidad ya que
debe de contener al menos 10,000 bacilos por ml, lo que puede ocasionar que los casos
detectados por esta técnica sean ya muy avanzados, asi que la aparicion de una baciloscopia negativa
no descarta un diagndstico de tuberculosis®.



Cultivo

Para optimizar la recuperacion de micobacterias se deben utilizar por lo menos un medio sélido y
uno liquido. Esta combinacién permite la proliferacidn mas rapida y abundante de micobacterias *.

Existen dos tipos de medios solidos:

1. Baseagar
2. Base huevo

(Lowenstein-Jensen se encuentra en la clasificacion de base huevo, ademas de contener verde de
malaquita para inhibir el crecimiento de otras bacterias®)

Los medios en tubo se incuban en posicion inclinada con las tapas de rosca sin ajustar durante una
semana para permitir la evaporacién del exceso de liquido .

Los cultivos se analizan todas las semanas para detectar desarrollo. Los contaminados se reportan
como: “contaminados, imposible detectar micobacterias”, y se solicitan nuevas muestras *.

La mayoria de los aislamientos aparecen a las 3 o 6 semanas, algunos a las 7 u 8. Cuando aparecen
el desarrollo se registra su velocidad, la pigmentacion y la morfologia de las colonias. Tras 8
semanas de incubacién se informan los cultivos negativos y se descartan *.

En los medios liquidos, por lo general, disminuye el tiempo total de aislamiento de bacilos a unos
10 dias comparando con los sélidos de 17 o més dias *.

Para ambos medios, una vez observada la sospecha de aislamiento de bacilos, se debe hacer un
extendido para confirmar que sean micobacterias, y también un Gram por si se sospecha de
contaminacién 4.

El cultivo es el Unico método que puede asegurar un diagndstico certero de tuberculosis teniendo
las siguientes ventajas:

1. Esel estdndar de oro para la deteccidon de micobacterias

2. Son mucho mas sensibles que la baciloscopia, pudiendo detectar hasta 10 bacilos por
muestra.

3. Elaislamiento de las micobacterias es necesario para su tipificacion.

4. Permite asegurar con certeza el término del tratamiento de un caso confirmado.

Aunque tiene las siguientes limitaciones:

1. Esun proceso muy tardado, dada la lenta capacidad de division de M tuberculosis.

2. Su costo se eleva con relacidn a la baciloscopia ya que para realizarlo se necesita de personal
capacitado y equipo necesario para contener la formacién de aerosoles provenientes de la
muestra (campana de flujo laminar, centrifuga especial, equipo de proteccién personal,
estufa para incubar, etc.).
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PCR

El objetivo de la PCR es obtener muchas copias de un fragmento de ADN, para después utilizarlo
en otras aplicaciones.

Los componentes son los siguientes:

e El ADN a partir del cual se quiere obtener una copia de un fragmento. A este se le llama
ADN molde.

e Una enzima capaz de generar una copia de ADN a partir del ADN molde, es decir, una
polimerasa de ADN en un tampdn apropiado para su mejor funcionamiento. Ademas de
un cofactor de la enzima, generalmente se usa el cloruro de magnesio (MgCly)

e I|niciadores de reaccidn. La enzima polimerasa Unicamente es capaz de anadir nucledtidos
al extremo 3’ libre de doble cadena de ADN, por lo tanto son necesarios moléculas cortas

de ADN de cadena sencilla. Estas moléculas se llaman cebadores o primers de la reaccién.
Que delimitan el fragmento a amplificar.

e Nucledtidos libres. La enzima polimerasa va a crear una cadena complementaria a la
cadena molde mediante la incorporacién de nucleétidos al extremo 3’ libre del cebador o

primer que se ha unido a la cadena molde.
El proceso de la PCR se lleva a cabo en tres fases:

e Desnaturalizacién del ADN molde. Se lleva a cabo elevando la temperatura a alrededor de
95°C.

e Unidon del cebador o primer a la cadena complementaria del ADN molde. Este paso
consiste en un descenso de la temperatura para permitir la union complementaria del
cebador o primer con el ADN molde (hibridacién).

e Fase de elongacion o extensidn. La enzima polimerasa incorpora nucleétidos
complementarios a partir del extremo 3" libre de la regién en que han hibridado los
cebadores. La temperatura en esta fase depende de la enzima utilizada. Si se usa la Tag
polimerasa la temperatura de elongacion suele ser de 72°C.

Estas tres fases constituyen un ciclo de la PCR. Unicamente una copia de un pequefio fragmento
del DNA molde. Los fragmentos generados no tienen el mismo tamafio. La copia de cada cadena
se inicia a partir del extremo 3, en el punto en el que el cebador o primer hibrida con el ADN
molde y termina en el momento en el que la enzima no es capaz de afadir mas nucledtidos.

La PCR se completa repitiendo entre 25 y 35 veces las tres fases anteriores. Si se analiza lo que
sucede a partir del primer ciclo se forman fragmentos cuyo tamafo esta delimitado por los puntos
en lo que haya hibridado el cebador. Trascurridos varios ciclos mas, los fragmentos mayoritarios
serdn aquellos limitados en sus extremos por los cebadores.

Si no se tiene en cuenta el hecho de que hace falta algunos ciclos para que la mayor parte de los
fragmentos estén delimitados por los cebadores, se considera que por cada ciclo que se completa
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se duplica la cantidad de fragmento a amplificar, es decir, que al final del proceso se obtiene
aproximadamente una cantidad de fragmento igual al producto de la cantidad inicial del ADN
molde por 2", siendo n el nimero de ciclos. Por lo que en el ciclo 20 se ha multiplicado por mds de
un millén la cantidad inicial del DNA molde®®.

En la PCR multiplex se puede amplificar simultdneamente mds de una secuencia. Para ello, se
combinan dos o mas pares de cebadores en un mismo tubo de reaccidn, junto con el resto de
reactivos de la reaccidn en cantidades suficientes para amplificar varios segmentos del ADN.

Identificacion

Durante la ultima década se han empleado una serie de técnicas de biologia molecular que
permiten la amplificacién de secuencias de ADN y ARN especificas *.

Se utiliza la hibridacién de ADN para micobacterias comunes. Existen en el mercado sondas de
ADN marcadas con acridinio, especificas para secuencias de ARN ribosdmico micobacterianos
(gen-probe) 4.

El ARN ribosomal es liberado de las micobacterias mediante un agente lisante, sonicacién y calor.
Se deja reaccionar la sonda de ADN especifica con el RNA ribosomal extraido, para formar un hibrido
ADN-ARN estable. Todas las no hibridadas de ADN-éster de acridinio sufren degradaciéon quimica.
Cuando se agrega una solucién alcalina de perdxido de hidrogeno para producir
guimioluminiscencia, solo el éster de acridinio ligado al hibrido puede emitir luz, que estd
directamente relacionada con la cantidad de la sonda hibridada, y se mide con un
quimioluminédmetro 4.

Se han utilizado métodos moleculares para identificar especies micobacterianas, por ejemplo, las
regiones hipervariables de 16S del ARN ribosomal o la proteina de choque térmico de 65 kD de las
micobacterias que tienen gran variabilidad de secuencias para diferenciar entre especies *.

También se ha utilizado el analisis cromatografico en capa fina, de gas-liquido, de gas capilar y
HPLC con fase inversa. Este Ultimo es un método muy especifico y rapido para la identificacién de
especies. Los acidos micélicos de cadena larga se separan mejor. Los patrones producidos por las
distintas especies son faciles de reproducir *.
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Transmision y patogénesis

La inhalacién de un solo microorganismo viable (liberado de un paciente infectado) causa
infeccion, tan solo del 15-20% de las personas infectadas desarrollan la enfermedad. Por lo general
aparece algunos afios después de la infeccidn inicial, cuando el sistema inmune se deteriora’®.

Los casos de enfermedad pulmonar causada por MTC tienen un periodo de incubacién de 4 a 12
semanas y son indistinguibles desde el punto de vista clinico, radiolégico y anatomopatoldgico. Entre
los sintomas de presentacidn comun se encuentran fiebre, sudoracién nocturna, fatiga, anorexia
(pérdida de apetito), pérdida de peso, tos productiva, escalofrios, mialgias, es decir signosy
sintomas similares a la gripe, bronquitis aguda o neumonia .

Los bacilos inhalados son fagocitados por los macréfagos y la respuesta de hipersensibilidad provoca
la formacion de pequefios nddulos duros, llamados tubérculos. El proceso suele detenerse en
esta fase, pero las bacterias a menudo permanecen vivas en el interior de los fagosomas de los
macrofagos. Algunos mecanismos que explican la razén de que M tuberculosis permanezca de esta
manera son:

1. Laresistencia de los productos oxidativos.
2. Lainhibicién del proceso de fusion de los fagosomas con los lisosomas
3. Lainhibicién de la difusion de enzimas lisosomales?.

Con el tiempo, el tubérculo formado puede evolucionar a una consistencia parecida a la del queso
y pasa a denominarse lesién caseosa. Si esta lesion se calcifica, recibe el nombre de complejo de
Ghon, que son llamativos en la radiografia de térax. A veces, las lesiones tuberculosas se licuan y
forman cavernas tuberculosas llenas de aire. A partir de estas cavidades la bacteria se puede
diseminar a nuevos focos de infeccién por todo el cuerpo. Esta diseminacién se denomina
tuberculosis miliar, a causa de los numerosos tubérculos que se forman en el tejido infectado?.

Evolucién de la tuberculosis no tratada en el cuerpo humano:

1. Tuberculosis primaria: Prueba cutdnea -, Rx-. Los bacilos son inhalados por los nucleos de
gotitas. Se encuentran en los alveolos, donde los fagocitan los macréfagos?.

2. Tuberculosis diseminada: Prueba cutanea -, Rx+. Una extensién directa de la tuberculosis
primaria. Diseminacidn por todo el cuerpo. Se pueden formar muchos tubérculos
pequefios (tuberculosis miliar). Se observa mayor incidencia en lactantes o personas
debilitadas, a menudo es mortal. Hipersensibilidad ausente o escasa. Enfermedad
generalizada progresiva y muerte?.

3. Tuberculosis latente: Prueba cutanea +, Rx-. La mayoria de las personas permanece en
este estado de por vida y sin tener ningun tipo de problema, incluso se tiene cierto grado
de proteccidn frente a una reinfeccién. Puede haber tubérculos de aparicién precoz en el
5% de los casos?.
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4. Tuberculosis activa: Prueba cutanea +, Rx+, esputo+. Extensidon lentamente progresiva de
los tubérculos erosionando las vias respiratorias y los pequefios vasos sanguineos. Las
personas son altamente infecciosas y puede ser mortal si no es tratada adecuadamente?.

Las personas infectadas desarrollan una inmunidad celular debido a que las bacterias son fagocitadas
por los macréfagos, donde participan las células T sensibilizadas y constituye la base de la reacciéon
cutanea de la tuberculina. En esta prueba se inyecta PPD de MTB en el interior de la piel (prueba de
mantoux). Si la persona ha tenido tuberculosis, las células T sensibilizadas reaccionan con estas
proteinas y se produce una reaccidn de hipersensibilidad retardada en 48 horas, apareciendo en
forma de induracidn y enrojecimiento de la zona que rodea el lugar de la inyeccidon. Una prueba
cutanea positiva indica tuberculosis activa, enfermedad previa, vacunacién o falso positivo. En
cualquier caso se deben realizar estudios radiolégicos y cultivo 4,

La ingestién de leche proveniente de vacas infectadas con M bovis resulta en la penetracién a
través de la mucosa gastrointestinal ademas de invadir el tejido linfatico de la orofaringe. El BCG
es una cepa atenuada de M bovis, utilizada para vacunar y prevenir la tuberculosis *.

En un pequefio porcentaje de los huéspedes infectados la enfermedad se disemina y afecta otros
6rganos ademas del pulmén como:

Aparato genitourinario

Ganglios linfaticos

Sistema nervioso central (meningitis)
Huesos y articulaciones

Peritoneo

Pericardio

No ks wnN R

Laringe

Los pacientes infectados con VIH tienen una mayor susceptibilidad a desarrollar tuberculosis
activa. En estos pacientes se desarrolla una enfermedad primaria rdpidamente progresiva en lugar
de una infeccién subclinica. Donde el diagnostico se dificulta ya que aun no desarrollan una
positividad a la prueba de PPD. Aun no hay hipersensibilidad retardada *.

Las MNT’s son microorganismos de vida libre y Unicamente afectan en humanos si existen
condiciones de inmunosupresidn o si las barreras de la piel o mucosas han sido superadas, no
existe evidencia de que su transmision sea de persona a persona®. ComlUnmente causan
infecciones de la piel, tejidos blandos, linfadenitis, enfermedad pulmonar y se diseminan a todo el
cuerpo en pacientes con SIDA %1%

Con excepcidén de las enfermedades de la piel y tejidos blandos, la entrada principal de las MNT's
que causan infecciones pulmonares, diseminadas y en otras localizaciones, son las vias
gastrointestinal y respiratoria. Los factores de riesgo para estas micobacterias son los siguientes:
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1. Las condiciones médicas coexistentes que afectan las barreras naturales y/o al sistema
inmune como en el SIDA

2. El medio ambiente laboral o de vida

3. El dmbito demografico donde se ha observado que las mujeres en la sexta década de la
vida o mayores son consideradas como las mas vulnerables a infecciones por MNT's
especialmente pulmonares con M avium. A menudo este fendmeno esta asociado con varias
condiciones predisponentes, como anormalidades tordcicas y enfermedades del tejido
conectivo. Es importante enfatizar que el desarrollo de MNT’s puede manifestarse sin

obvias condiciones predisponentes. 1011.12,

Farmacos y tratamiento antituberculoso

El resurgimiento de la tuberculosis a causa de la epidemia del VIH es un problema de salud publica
mundial al inicio del siglo XXI. Causa importante de morbilidad y mortalidad en el mundo,
especialmente en paises donde esta infeccion es endémica 3.

Existen 3 problemas en el tratamiento de la tuberculosis:

1. Incumplimiento de drdenes médicas por parte del paciente.
2. Toxicidad de los farmacos.
3. Aparicidon de resistencia antimicrobiana 4.

Clasificacion de farmacos antituberculosos

Los fdrmacos antituberculosos se clasifican en dos grupos como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 1. Clasificacion de farmacos antituberculosos

Primera linea Segunda linea

Isoniazida Acido paraaminosalicilico

Rifampicina Etionamida

Pirazinamida Cicloserina

Etambutol Kanamicina

Estreptomicina Amaracino
Capreomicina
Quinolonas

La resistencia a los farmacos, recientemente se ha convertido en un problema grave. Los
mecanismos a isoniazida, rifampicina y pirazinamida, ain no estd aclarado. Esto es consecuencia
de un tratamiento inadecuado o de la falta de cumplimiento terapéutico por parte del paciente. La
mds problemética es la producida frente a la isoniazida y rifampicina 3.
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Mecanismo de accion de farmacos antituberculosos

Tabla 2. Mecanismo de accidon de farmacos antituberculosos

Farmaco Mecanismo de accién

Isoniazida Inhibicién de acidos micélicos

Rifampicina Inhibicién de la ARN-polimerasa dependiente de
ADN

Etambutol Alteracidn de la biosintesis de la pared celular

Estreptomicina Inhibicién de la sintesis proteica

Pirazinamida Alteracidn de la sintesis de acidos grasos
implicados en la biosintesis de acidos micélicos

Etionamida Inhibicién potente de la biosintesis de acidos
micolicos

Cicloserina Inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana
(reacciones en las que interviene la D-alanina).

Antituberculosos de primera linea
1. Isoniazida

Farmaco antituberculoso mas importante. Requiere activacidon relacionada con la actividad
catalasa-peroxidasa de las micobacterias. Cuando este gen muta, se genera resistencia ya que no
se activa. Inhibe la sintesis de acidos micdlicos, tiene efecto bactericida en microorganismos en
division y se comporta como bacteriostatico frente a micobacterias en reposo. Es ineficaz para el

tratamiento de M avium. Dosis diaria: 5mg/kg 114,

2. Rifampicina

Antibidtico macrdlido producido por Estreptomyces mediteranei. Inhibe los mecanismos de
transcripcidn de las micobacterias. Es bactericida frente a cepas activas y posteriormente tiene un
efecto esterilizante en cepas menos activas. La aparicidon de la resistencia se da por una mutacién
en el gen que codifica la subunidad B de la ARN-polimerasa (rpoB), que impide la fijacion del
antibiético. Dosis diaria: 10mg/kg >4,

3. Rifabutina

Derivado de la rifamicina. Comparte el mecanismo de accion con rifampicina (inhibicion de la
polimerasa de RNA micobacteriana) pero es aun mas activa. Posee mayor actividad contra MAC

que la rifampicina. Bloquea la proliferacién de casi todas las cepas de MAC. Dosis 300 mg/dia 1> 14,

4. Pirazinamida

Anadlogo sintético de la nicotinamida. Efectiva sobre bacilos poco activos. En combinacién con
rifampicina corta el tratamiento de un aiflo a meses. Parece actuar sobre enzimas involucradas en
la sintesis de acidos grasos necesarios para la produccion de acidos micdlicos. Se activa mediante
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la piracinamidasa presente en las micobacterias. Muy eficaz frente a MTB intracelulares
(macrofagos), donde el pH es bajo, se comporta como bactericida. La resistencia a este farmaco se
debe a la pérdida en la actividad de la piracinamidasa por mutacién del gen. No se puede producir
resistencia cruzada con la isoniacida. Muy hepatotdxico. Importante en tratamientos de corta
duracién y cuando existe resistencia a varios farmacos. Dosis 40-50 mg/kg >4,

5. Etambutol

Actua exclusivamente sobre micobacterias en fase de crecimiento probablemente alterando la
sintesis de la pared celular. Tiene accidon bacteriostatica incluso frente a cepas resistentes a isoniacida
y rifampicina. Cuando se utiliza solo se desarrolla una resistencia lenta en relacién con cambios en
el gen embA. Produce alteraciones visuales. Eficaz en recaidas y cuando hay resistencia a
isoniacida y rifampicina. Dosis diaria: 20 mg/kg 3.

6. Estreptomicina

Aminoglucésido. Su uso como antituberculoso disminuyé desde la aparicion de fdrmacos menos
téxicos activos por via oral como la isoniacida, rifampicina y Etambutol. No destruye
microorganismos intracelulares. Dosis diaria: 1g >4,

Antituberculosos de segunda linea
1. Acido paraaminosalicilico

Bacteriostatico débil frente a MTB. Derivado del acido salicilico. Farmaco de bajo costo. No pasa a
LCR. Dosis diaria: 4g 3.

2. Etionamida

Anadlogo estructural de la isoniacida. Potente inhibidor de la sintesis de acidos micélicos. No se
conoce el mecanismo de resistencia. Dosis diaria inicial: 250 mg y aumenta lentamente a 15-20
mg/kg hasta un maximo 1 g al dia 3.

3. Cicloserina

Actividad bacteriostatica frente a MTB. Altera la sintesis de la pared bacteriana inhibiendo las
reacciones en las que interviene la D-alanina. Con elevada toxicidad, solo indicado cuando MTB
fue resistente a otros farmacos o a recaidas. Dosis: 250-500 mg 2 veces al dia 3.

Terapia de la tuberculosis

El tratamiento debe tener como minimo dos farmacos a los que sea sensible la bacteria. Dura 6
meses, los primeros 2 con isoniazida, rifampicina y pirazinamida, y los siguientes 4 con isoniacida y
rifampicina. Ante la frecuencia cada vez mayor de resistencia a los farmacos la CDC ha recomendado
la terapéutica con 4 farmacos: isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol o
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estreptomicina. Para obtener mejores resultados el tratamiento debe ser observado de manera
directa para garantizar tasas de consumacion de alrededor 90% .

Se debe tener cuidado con las interacciones farmacéuticas, en especial con los paciente que
reciben antiretrovirales. Las rifamicinas aceleran el metabolismo de los inhibidores de proteasas y
de la inversotrascriptasa. De las rifamicinas, la rifabutina tiene el menor efecto sobre las
concentraciones de indinavir y nelfinavir 4.

Terapia de las infecciones por MAC

El uso de un solo fdrmaco es acompanado por la aparicién de cepas resistentes. En la actualidad
casi todos los clinicos tratan infecciones por MAC con claritromicina, azitromicina y etambutol. En
algunas ocasiones se le ha agregado al régimen anterior rifabutina, clofazimina y una quinolona. La
isoniazida y la pirazinamida no tienen efecto contra MAC.
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Materiales y métodos

Material biolégico

Para este trabajo se utilizaron 6470 muestras de las cuales 2688 fueron de origen respiratorio
(esputo y lavado bronquial), 1646 de sangre y medula 6sea, 1209 de orina, 477 de liquidos
corporales (incluye liquido pleural, ascitis y cefalorraquideo), 393 de biopsias de tejido y 57 de otro
origen distinto con sospecha clinica de infeccidn por micobacterias. De los cuales solo el 10 % (623
muestras) resultaron positivas al diagndstico.

Material de laboratorio

Para todos los procesos se utiliza el siguiente equipo de proteccién personal:

e Bata quirurgica
e Guantes de latex o nitrilo estériles
e  Mascarilla de alta eficiencia N95

Para cultivo:

e Tubos cénicos de 50 ml

e Agitador vortex

e Pipetas Pasteur estériles

e  Micropipeta 100/1000 pl

e Puntas para micropipeta de pl

e Hidroxido de sodio 4N estéril

e Buffer de fosfatos o PBS estéril

e Campana de flujo laminar clase Il tipo A2

Para tipificacion:

e Tubos eppendorf de 1000 pl

e Pipetas de trasferencia

e Placas de incubacion a 95°C

e Termdmetro

e  Microcentrifuga

e Micropipeta de 100/1000 pl y de 10/100 pl
e Puntas para micropipeta de 1000 puly 100 pl
e Tubos para PCR

e Agitador vortex

e Sonicador

e Termociclador
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Cultivo de muestras

Las muestras consideradas como potencialmente contaminadas con otro tipo de bacterias
patogenas y/o de flora normal (esputo, lavado bronquial, jugo gastrico y orina) fueron

15 Las muestras

concentradas y descontaminadas utilizando el método de Petroff modificado
provenientes de zonas estériles del cuerpo (biopsia de tejido, liquido pleural, liquido de ascitis y
liguido cefalorraquideo) se cultivaron directamente con previa concentracidén por centrifugacion. Las
muestras de sangre y medula dsea se inoculan directamente en el caldo nutritivo Bact/ALERT® MB,

previa asepsia del sitio de puncidn.

Ambos tipo de muestras antes mencionadas se sembraron en medio liquido (MGIT) y sdlido
(Lowenstein-Jensen) y se monitorearon. El liquido en un sistema estandarizado cada 30 min y el
sélido se verificd visualmente cada 3 o 4 dias si existia crecimiento.

Una vez detectado el crecimiento, por cualquiera de los dos métodos, se realizé un frotis y tincidn
de Ziehl neelsen para verificar que las bacterias obtenidas pertenecen al género de las micobacterias
(Diagrama 1).
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Diagrama 1. Disefio experimental para la tipificacion de micobacterias provenientes de muestras de
pacientes
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Tipificacion

Una vez confirmado el género por la tincion (se observan los bacilos acido-alcohol resistentes color
rojizo-fiusha) se procede a realizar el test para la diferenciaciéon de especie con kits basados en la
tecnologia que se explica a continuacidn:

La tecnologia DNAeSTRIP® consiste en sondas altamente especificas y complementarias a las
secuencias de acidos nucleicos selectivamente amplificados y marcadas con biotina (amplicén). El
amplicon monocatenario se une especificamente a las sondas analégicas durante la hibridacién
(Figura 2), mientras que los amplicones unidos no especificamente se retiran en etapas de lavados
posteriores.

Figura 2. Hibridacion del amplicon con la sonda especifica en la tecnologia DNAeSTRIP®

Durante la reaccién del conjugado, el amplicén especificamente unido se marca con la enzima
fosfatasa alcalina y luego se hace visible una reaccién de deteccion colorimétrica (Figura 3).

Figura 3. Reaccion del amplicon marcado con el conjugado en la tecnologia DNAeSTRIP®.
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De esta manera, un patrén de bandas especificos se desarrolla en la tira. Utilizando una plantilla
de evaluacidn de la prueba especifica, el resultado de la prueba se puede leer con rapidez y claridad.
Usando este ensayo se puede determinar de forma fiable el genotipo del patégeno presente, asi
como sus resistencias.

Figura 4. Patrén de bandas obtenido con la tecnologia DNAeSTRIP®

Primero se utilizd el kit GenoType Mycobacterium CM basado en la tecnologia DNAeSTRIP® que
permite la identificacidon de las siguientes especies de micobacterias: M avium ssp., M chelonae, M
abscessus, M fortuitum, M gordonae, M intracellulare, M scrofulaceum, M interjectum, M kansasii,
M malmoense, M peregrinum, M marinum/M ulcerans, M tuberculosis complex, y M xenopi.

En caso de dar M tuberculosis complex, se utilizd en kit GenoType MTBC que diferencia al
complejo en: M tuberculosis/M canettii, M africanum, M microti, M bovis subsp. Bovis, M bovis subsp
caprae, y M bovis BCG.

Para las cepas de M tuberculosis complex que tenian una aparente resistencia a rifampicina e
isoniacida se utilizé el kit GenoType MTBDRplus que detecta para la resistencia a rifampicina las
mutaciones asociadas mas significaivas del gen rpoB (que codifica por la subunidad B de la RNA
polimerasa). Y para isoniacida se examina el gen katG (que codifica para la catalasa-peroxidasa), y
la regién del promotor del gen inhA (que codifica por la NADH enoil ACP reductasa).

El procedimiento completo (para cualquiera de los tres procedimientos anteriores) se divide en
tres pasos:

1. Aislamiento de DNA procedente de cultivo (sélido y/o liquido)
2. Amplificacién multiplex con primers marcados con biotina
3. Hibridacién reversa.
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La hibridacion incluye los siguientes pasos:

1.

Desnaturalizacién quimica del producto a amplificar

Hibridacion de amplicones en una sola cadena, marcados con biotina a sondas unidas a
membrana

Lavado astringente

Adicién de conjugado de fosfatasa alcalina/estreptavidina

Tincidn mediada por estreptavidina en una plantilla que asegura la interpretacién sencilla
y rdpida dependiendo del esquema de bandas obtenido.
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Aislamiento de DNA

1. Encaso de provenir de medio liquido tomar 1000 pl de cultivo. En caso de provenir de medio
solido agregar 300 pl de agua grado molecular y tomar una asada de cultivo y poner ambos
tipos de muestras en un tubo eppendorf de 1 ml.

Centrifugar a 14 000 rpm/15 min.

Retirar el sobrenadante con pipeta de transferencia para utilizar solo el sedimento

Agregar 1000 ul de agua grado molecular para igualar volimenes

Homogeneizar en vortex hasta resuspender el sedimento

Incubar a 95°C/20 min

Retirar de la incubadora y sonicar durante 15 min

Retirar del sonicador y centrifugar a 14 000 rpm/5 min

Trasvasar con pipeta de transferencia el sobrenadante hacia otro tubo eppendorf de 1 ml.
10. Guardar el sobrenadante obtenido a -70°C hasta su utilizacion.

©R NV R WN
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Diagrama 2. Aislamiento de DNA
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Amplificacion

1. Agregar 5 ul del sobrenadante previamente obtenido y descongelado (DNA bacteriano) a
45 pl del master mix previamente alicuotado. NOTA: depende de lo que se desee es el
master mix utilizado.

Para los kits GenoType Mycobacterium CM y GenoType MTBDRplus la mezcla de
amplificacion (Master mix) se prepara de la siguiente manera: 35 ul de PNM
(Primer/Nucledtido. Contiene primers unidos a biotina para la amplificacion del genoma
de las bacterias ademas de los nucleétidos necesarios para la reaccion), 5 pl de buffer para
PCR 10x, 2 ul de MgCl,, 3 ul de agua y 0.2 ul de Taqg Polimerasa (Figura 5).

Figura 5. Mezcla de amplificacion por muestra necesaria para los kits Genotype Mycobacterium CM y
MTBDRplus.

Para el kit GenoType MTBC los reactivos necesarios para la amplificacién estan incluidos en
las mezclas de amplificacion A y B (AM-A y AM-B). La Mezcla de amplificacion A (AM-A)
contiene tampdn, primers especificos, nucledtidos y Tag polimerasa. La mezcla de
amplificaciéon B (AM-B) contiene tampdn, sales y colorante. Se afladen 10 pl de AM-A 'y 35 pl
de AM-B para preparar el master mix.
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2. Colocar el tubo eppendorf con la mezcla anterior en el termociclador con el siguiente ciclo:

15 min/95 °C 1 ciclo
30 seg/95 °C 10 ciclos
2 min/ 58 °C

25 seg/95 °C 20 ciclos
40 seg/53 °C

40 seg/70 °C

8 min/70 °C 1 ciclo

Tabla 2. Ciclos programados en el termociclador para la PCR multiplex para los
kits Genotype Mycobacterium CM, GenoType MTBCy MTBDRplus.

El producto de la reaccidn anterior son fragmentos especificos de ADN de doble cadena marcados

con biotina (Figura).

Figura 6. Fragmentos especificos de ADN marcados con biotina producto de la PCR multiplex.
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Diagrama 3. Amplificacion de DNA
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Hibridacion

1. Sacar los tubos eppendorf del termociclador.
2. Agregar a cada pocillo 20 ul de solucion DEN (desnaturalizante, contiene 2% NaOH vy
colorante) mas 20 pl de la muestra amplificada. Incubar 5 min/TA (Figura 7).

Figura 7. Paso de la Hibridacion donde se agrega la solucion DEN mas la muestra amplificada

La solucidn DEN desnaturaliza quimicamente la doble cadena de ADN marcada con biotina en
cadenas sencillas (Figura 8).

Figura 8. Desnaturalizacion quimica de la doble cadena de ADN marcada con biotina en cadenas sencilas.
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3. Afadir a cada pocillo 1000 pl de HYB (Tampdn de hibridacién, contiene tenso-aniénico
«10% y colorante) (Figura 9).

Figura 9. Paso de la Hibridacién donde se agrega la solucion HYB

4. Poner la tira de membrana recubierta con sondas especificas en cada pocillo teniendo
cuidado de que estén totalmente cubiertas por la solucion y el lado de la sonda hacia
arriba (Figura 10). Incubar con agitacion la bandeja con pocillos en el TwinCubator® a
45°C/30 min. Aspirar el liquido de la mezcla anterior con una pipeta de transferencia.

Figura 10. Paso de la Hibridacion donde se agrega la tira DNAeSTRIP®,
se incubay aspira la soluciéon HYB
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Los fragmentos de cadena sencilla de ADN (Amplicones) se unen a sondas especificas dentro de la
tira (hibridacién) a temperatura adecuada para su reaccién (Figura 11).

Figura 11. Hibridacion a temperatura optima de los amplicones con la tira DNAeSTRIP®

5. Agregar 1000 pul de STR (solucion astringente, contiene compuesto cuaternario de amonio
al »25%, tenso-anidnico «1% y colorante). Incubar con agitacién a 45°C/15 min. Aspirar el STR
con una pipeta de transferencia (Figura 12).

Figura 12. Paso de la hibridacion donde se agrega la solucion STR
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La alta especificidad de unidn de las sondas con el ADN complementario estd asegurada por las
condiciones astringentes resultantes de la combinacidén de la composicién del tampdn y la correcta
temperatura. De este modo las sondas discriminan de manera fiable las diferentes secuencias de

las especies bacterianas (Figura 13).

Figura 13. Discriminacion de amplicones en la hibridacion.

6. Agregar 1000 pl de RIN (solucion de aclarado, contiene tampdn, tenso-aniénico 1% y
colorante) para lavar la tira. Agitar 1 min/TA. Aspirar el RIN con pipeta de transferencia

(Figura 14).

Figura 14. Paso de la hibridacion donde se agrega la solucion RIN
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7. Anadir 1000 ul de concentrado diluido (990 pl de CON-D + 10 pl CON-C. CON-D contiene
tampodn, reactivo de bloqueo al 1%y <1% NaCl y CON-C contiene fosfatasa alcalina conjugada
con estreptavidina y colorante). Agitar 30 min/TA. Retirar el concentrado con una pipeta de
transferencia (Figura 15).

Figura 15. Paso de la hibridacion donde se agrega el concentrado diluido

La fosfatasa alcalina conjugada con la estreptavidina se une a la biotina de los amplicones a través
de la fraccién de estreptavidina (Figura 16).

Figura 16. Union de la fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina
a la biotina del amplicén unido a la tira DNAeSTRIP®
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8. Lavar 2 veces con 1000 pl de RIN durante 1 min/TA (Figura 17).

Figura 17. Paso de la hibridacion donde se lava dos veces con solucion RIN

9. Lavar con 1000 pl de agua destilada durante 1 min/TA (Figura 18).

Figura 18. Paso de la hibridacion donde se lava con agua destilada

10. Afiadir 1000 pl del sustrato diluido (990 pl SUB-D + 10 pl SUB-C. SUB-D contiene tampodn,
«1% MgCl, y <1% NaCl y el SUB-C contiene «(70% dimetilsulféxido, <10% 4-nitroazul de
tetrazolio (NBT) y <10% 5-bromo-4-cloro-3-indolilo fosfato). Incubar sin agitacién 5 min/TA
procurando proteger de la luz (Figura 19).

Figura 19. Paso de la hibridacion donde se agrega el sustrato diluido
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Finalmente la fosfatasa alcalina transforma el sustrato afiadido en un colorante que resulta visible
en la membrana en forma de precipitado de color (Figura 20).

Figura 20. Transformacidn del sustrato por la fosfatasa alcalina
en un colorante visible en la tira DNAeSTRIP®

11. Lavar 2 veces con 1000 pl de agua destilada durante 1 min/TA (Figura 21).

Figura 21. Paso de la hibridacion donde se detiene la reaccion colorida con agua
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12. Sacar la tira e interpretar el resultado (Figura 22).

Figura 22. Paso de la hibridacion donde se extrae y seca la tira DNAeSTRIP®
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A continuacion se muestran las tablas de interpretaciéon de la tira de resultados de cada uno de los
kits utilizados.

Genotype Mycobacterium CM

Figura 23. Tabla de interpretacion del kit Genotyoe Mycobacterium CM

Genotype MTBC

Figura 24. Tabla de interpretacion del kit Genotype MTBC
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Genotype MTBDRplus

Figura 25. Tabla de interpretacion del kit Genotype MTBDRplus

A fin de validar el funcionamiento correcto de los test y la funcionalidad de los kits, cada uno
contiene en la tira zonas de control:

Zonas de control para el kit GenoType Mycobacterium CM

Cada tira incluye 3 zonas de control:

Zona de control de conjugado (CC) para comprobar la unién del conjugado a la tira y una
reaccién cromogénica correcta.

Zona de control universal (UC) que detecta todas las micobacterias conocidas y miembros
del grupo de bacterias Gram-positivas con un alto contenido en G/C.

Zona de control de género (GC) que documenta la presencia de un miembro del género
Mycobacterium.

Zonas de control para el kit GenoType Mycobacterium MTBC

Zona de control de conjugado (CC). Documenta la eficacia del conjugado unido a la
reaccion de sustrato.

Zona de control universal (UC) que detecta todas las micobacterias y miembros del grupo
de bacterias Gram-positivas con alto contenido de G/C. Si esta zona y el control de
conjugado se tifie como positivas, pero el restante perfil de bandas no puede ser asignado
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a una micobacteria especifica, se deben aplicar métodos adicionales para identificar la
especie bacteriana correspondiente.

Zona MTBC. Esta zona hibrida con amplicones generados de todos los miembros del
complejo Mycobacterium tuberculosis.

Zonas de control para el kit GenoType Mycobacterium MTBDRplus

Zona de control de conjugado (CC) documenta la eficacia del conjugado unido a la
reaccion del sustrato

Zona de control de amplificacion (AC). Cuando el ensayo se realiza correctamente, un
amplicdn control se unira a la zona de control de amplificacién. Si esta banda se desarrolla,
se pueden excluir inhibidores en la amplificacidn y errores durante la preparacion vy
desarrollo de la reaccién de amplificacion. En caso de un resultado positivo del ensayo, la
sefial del AC puede ser débil e incluso puede llegar a desaparecer completamente. Esto
puede ser debido a las reacciones de competencia durante la amplificacién. Sin embargo, en
este caso, la reaccién de amplificacidn se realizé correctamente y el ensayo no ha de ser
repetido. Cuando solamente se desarrollan las bandas CC y AC, esto representa un resultado
negativo valido. La ausencia de sefial, en la banda AC en caso de un ensayo negativo, indica
errores durante la amplificacién o muestra con inhibidores de amplificacién. En este caso,
el ensayo no es valido y la muestra respectiva ha de ser repetida.

Zona M. tuberculosis complex (TUB). Esta zona hibrida con amplicones generados de todos
los miembros conocidos de Mycobacterium tuberculosis complex. Si la zona TUB es
negativa y ademds no se desarrolla ninguna banda de resistencia, la bacteria no pertenece
al complejo M. tuberculosis y no puede ser evaluada mediante este sistema. En raras
ocasiones, la banda TUB puede ser negativa y a la vez se puede desarrollar un patron de
resistencia. Si esto sucede, debe sospecharse la presencia de una cepa perteneciente al
complejo M. Tuberculosis y debe repetirse el ensayo.

Zonas Locus control (rpoB, katG y inhA). Las zonas del Locus control detectan una region
del gen especifico para cada respectivo locus. En caso de dar un resultado positivo (patrén
de bandas evaluable para wildtype y mutaciones) del ensayo, la sefal del Locus control
puede ser débil e incluso puede llegar a desaparecer completamente. En raras ocasiones
el locus katG puede desaparecer por completo (incluyendo la banda del locus control).
Esto indica que la cepa analizada es resistente a isoniacida. Sin embargo, si las bandas
rpoB y/o inhA no se desarrollan, el ensayo no es evaluable.

Zona de sondas wild type. Las sondas wild type comprenden las area de resistencia mas
importantes de los genes respectivos. Cuando todas las sondas wild type de un gen son
positivas, no se detectan mutaciones en las regiones examinadas. Esto indica que la cepa
testada es sensible para el respectivo antibidtico. En caso de una mutacidn, el respectivo
amplicon no puede unirse a la correspondiente sonda wild type. La ausencia de sefial en al
menos una de las sondas wild type indica, por tanto, resistencia de la cepa testada al
respectivo antibidtico. Solamente serdn consideradas como positivas aquellas bandas cuya
intensidad sea igual o mayor a la banda de control de amplificacion (este criterio es
aplicable para los tres kits: Genotype Mycobacterium CM, MTBC y MTBDRplus). Cada
patrén que se desvié del patron wild type indica resistencia de la cepa testada. El patrdn
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de bandas obtenido con las sonda rpoB permite dibujar una conclusién sobre resistencia a
rifampicina de las cepas testadas, el patrén de banda obtenido con las sondas katG e inhA
permiten dibujar una conclusidn sobre las resistencias a isoniacida de las cepas testadas.
Zona de sondas de mutacion. Las sondas de mutacién detectan algunas de las resistencias
mas comunes mediadas por mutaciones. Comparadas con otras muestras las sefales
positivas de las sondas de mutacién rpoB MUT2A y MUT2B pueden mostrar una sefial mas
débil. Solamente deben considerarse aquellas bandas cuya intensidad sea igual o mayor
que las del control de amplificacidon. Cada patrén que se desvié del patrén wild type indica
resistencia de la cepa testada. El patrédn de bandas obtenido con la sonda rpoB permite
dibujar una conclusién sobre la resistencia a rifampicina de la cepa testada, el patron de
bandas de las sondas katG e inhA sobre la resistencia a isoniacida.
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Diagrama 4. Hibridacion de DNA
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Resultados

Se recolectaron 6470 muestras provenientes de la misma cantidad de pacientes con sospecha clinica
de infeccidn por micobacterias, de los cuales 623 fueron positivas a micobacterias dando una

positividad del 10%.

- Pacientes negativos a infeccion por micobacterias

- Pacientes positivos a infeccion por micobacterias

Grafica 1. Distribucion de pacientes positivos a infeccion por micobacterias
de los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza.

Numero de Porcentaje de
pacientes pacientes
Pacientes positivos 623 10%
Pacientes negativos 5847 90%
Total 6470 100%

Tabla 3. Numero total de pacientes positivos y negativos a infecciéon por micobacterias
de los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza
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De las 623 muestras positivas 427 fueron de origen respiratorio (pulmonar), 45 de sangre y

medula ésea, 59 de orina, 30 eran liquidos corporales, 56 biopsias de tejido y 6 diversas.

1%

9%

9%

| 69%

Respiratorias sangre-medula osea orina
u
liquidos corporales  biopsas de tejidos diversas
| u

Grafica 2. Distribucion del origen de muestras positivas por micobacterias
de los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza.

Numero de Porcentaje de
muestras muestras
Respiratorias 427 69%
Sangre y medula ésea 45 7%
Orina 59 9%
Liquidos corporales 30 5%
Biopsias de tejido 56 9%
Diversas 6 1%
Total 623 100%

Tabla 4. Numero total del origen de muestras positivas por micobacterias
de los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza.
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Grafica 3. Distribucion de las diferentes especies de micobacterias encontradas en pacientes

de los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza.

malmoense

Numero de Porcentaje de
muestras muestras
Tuberculosis 484 77.7%
Avium 107 17.2%
Gordonae 14 2.2%
Bovis 8 1.3%
Kansassi 7 1.1%
Malmoense 3 0.5%
Total 623 100%

Tabla 5. Numero total de las diferentes especies de micobacterias encontradas en pacientes

de los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza.

De todas las muestras positivas a micobacterias e identificadas hasta su especie se encontré lo
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Se determind los factores de riesgo en solo el 70% de las muestras, ya que se obtuvo de la
solicitud que el medico enviaba junto a la muestra y en el 30% restante no se especificd
padecimiento alguno del paciente.

4.40%

SIDA
B |nsuficiencia renal cronica y trasplante renal
B Diabetes mellitus
B Lupus eritematoso sistemico
m Diversos

Grafica 4. Distribucion de los diferentes factores de riesgo encontrados en pacientes positivos
a infeccion por micobacterias en los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza.

Numero de Porcentaje de
pacientes pacientes

SIDA 270 62.5%
Insuficiencia renal 71 16.4%
crénica y Trasplante
renal
Diabetes mellitus 44 10.2%
Lupus eritematoso 28 6.5%
sistémico
Diversos 19 4.4%
Total 432 100%

Tabla 6. Numero total de los diferentes factores de riesgo encontrados en pacientes positivos
a infeccién por micobacterias en los 4 hospitales del Centro Médico Nacional La Raza.
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Se realizd sensibilidad antimicrobiana a 53 cepas de mycobacterium tuberculosis las cuales provenian
de pacientes con un aparente fracaso terapéutico y se encontrd que cinco eran resistentes a
rifampicina y cuatro a isoniazida y rifampicina simultaneamente. El origen de estas cepas fue
respiratoria a excepcién de una que correspondid a una biopsia ganglionar.
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Discusion de resultados

La deteccién y tratamiento oportuno y correcto de pacientes infectados por micobacterias son de
suma importancia para el control epidemioldgico de la enfermedad. Los métodos actuales de biologia
molecular son esenciales para una correcta identificacién de especie, asi como la deteccion de
cepas multirresistentes. Como mencionaron Richter en 2006 y A. Sarkola en 2004, los ensayos
GenoType Mycobacterium CM, GenoType MTBC y GenoType MTBDRplus resultan una herramienta
rapida y precisa para la diferenciacidn de especies de micobacterias en un laboratorio clinico. Russo
en 2006 determind que el kit GenoType Mycobacterium CM tiene una sensibilidad del 97.9% y
especificidad del 92.4%. Esto da la seguridad de haber utilizado con un alto grado de confianza estos
kits en este trabajo.

Se reporté la frecuencia de micobacterias de muestras provenientes de pacientes de los 4 hospitales
del CMR La raza, que son: Hospital de Especialidades, Hospital General, Hospital de Ginecologia y
Hospital de Infectologia. Donde se encontrd que la micobacteria mas comunmente encontrada fue M
tuberculosis (n=848), seguida de M avium (n=107), M gordonae (n=14), M bovis (n=8), M kansassi
(n=7) y M malmoense (n=3). Esta diferenciacidon de especie es importante ya que el tratamiento para
cada una de ellas es diferente. Como mencionaron Canueto-Quintero en 2003 y Swaminathan en
2010 las infecciones por micobacterias no tuberculosas son muy comunes en pacientes con VIH. Sin
embargo, las infecciones por micobacterias tuberculosas son altamente virulentas y representan un
alto riesgo para la transmisién a otros hospederos, siendo este mas urgente que el de las infecciones
por micobacterias no tuberculosas, ademds se ha demostrado que este tratamiento también
funciona con algunas, como M kansassi. Dicho tratamiento debe incluir una combinacidn inicial de
cuatro antibidticos (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol). Si se sospecha de una
resistencia a rifampicina se debe expandir el régimen inicial afiadiendo moxifloxacino o levofloxacino
y un aminoglucdsido o capreomicina. La fase inicial o intensiva dura dos meses con los cuatro
antibidticos. Se recomienda extender el tratamiento a 9 meses si el paciente presentd 2 meses
continuos un esputo positivo y a 12 meses si la infeccidn llegé a sistema nervioso central. En general
la duracién del tratamiento se basa en el nimero de dosis recibidas, Castruita en 2016 menciond
gue se deben cumplir un total de 105 dosis dividido en dos fases: fase intensiva de 60 dosis (diario
de lunes a sdbado) y la fase de sostén de 45 dosis intermitentes (3 veces por semana).

Desafortunadamente, el tratamiento para TBMDR es largo (mas de 20 meses), caro, pobremente
tolerado y menos efectivo que el de primera linea, de hecho solo el 48% de los pacientes que utilizan
este tratamiento lo terminan. Este consta de 6 meses con kanamicina, amikacina o capreomicina y
18 meses con levofloxacino, protionamida, cicloserina, pirazinamida o etambutol.

Cuando se trata de M bovis, menciond Prat Aymerich, se utiliza isoniacida, rifampicina, estreptomicina
y etambutol. La Piracinamida se excluye.
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En caso de infecciones por MAC, mencionaron Griffith en 2007 y Gardner en 2005, se utilizan dos
antimicobacterianos. Primero la claritromicina o la azitromicina, y en segundo al etambutol.
Algunos médicos utilizan a la rifabutina como tercer antimicobacteriano, de igual manera, como
cuarta droga también se puede administrar por via intramuscular la amikacina o la estreptomicina
o también una fluoroquinolona como levofloxacino o moxifloxacino.

Por esta razén la identificacion de especie es primordial para dar al paciente el tratamiento
correcto. Existen trabajos como el de Cortés-Torres en 2013, donde obtiene de un grupo de
pacientes con algun tipo de inmunosupresién un 63% de micobacterias tuberculosas contra un
37% de MINT’s. En este se obtuvo un 79% de micobacterias tuberculosas (77.7% de M tuberculosis
+ 1.3% de M bovis) contra un 21% de MNT’s (17.2% de M avium + 2.2% de M gordonae + 1.1% de
M kansassi + 0.5 de M malmoense) (Tabla 5), porcentaje mayor en las tuberculosas. La probable
razon de que se obtuvo un porcentaje mayor en las no tuberculosas es porque no se discrimind a
la poblacidn de solo los inmunosuprimidos.

Flores-Trevifio et al en 2014 menciond que una tercera parte de la poblacion mundial esta
infectada con M tuberculosis. En México, 16.8 de cada 100 000 habitantes esta infectado y mueren
alrededor de 2000 personas al afio. Razén por la cual, esta micobacteria es la mayormente
identificada en este trabajo (Grafica 3). Y ya que la patogénesis de la micobacteria es
principalmente pulmonar, se reporté que el origen de las muestras fue también pulmonar (Grafica
2). Los casos de muestras de otro origen (sangre y medula dsea, orina, liquidos corporales y
biopsias) se deben al grado de infeccién que tiene el paciente y de una posible infeccién por
alguna MNT.

Dentro del complejo tuberculoso se encuentra M bovis, que, como se reportd en este trabajo fue
la segunda micobacteria tuberculosa encontrada (Grafica 3). Gallivan et al en 2015 mencioné que
los pacientes infectados con M bovis tenian mds posibilidad de fallecer que los que estaban
infectados por M tuberculosis, en especial nifios y adultos mayores de 65 afos. Esto se debe a que,
como menciona Laniado-Laborin et al en 2014, es clinicamente imposible diferenciar a M bovis de
M tuberculosis, y M bovis tiende a ser polirresistente a pirazinamida, isoniacida, rifampicina y
etambutol.

M bovis se considera una infeccién zoonética causada por consumir alimentos infectados. Pereira-
Sudrez et al en 2014 encontrd rastros de DNA micobacteriano en quesos de un mercado popular,
demostrando que los alimentos de origen animal son una fuente de contagio para pacientes
inmunosuprimidos. Ridaura-Sanz et al en 2012 menciond que se puede erradicar o disminuir su
porcentaje tan solo teniendo las medidas adecuadas de pasteurizacion y limpieza de los productos
alimenticios. Esto demuestra la facilidad que se tiene en este pais tanto para infectarse de M bovis
como de poder prevenir su contagio, primordialmente en paciente con algun tipo de
inmunosupresion.

Las micobacterias no tuberculosas son patégenos oportunistas que estan en el medio ambiente y
gue mayormente afecta a personas inmunocomprometidas. El trabajo de Murcia et al en 2007
mencioné que de un grupo de 92 pacientes con VIH solo el 8.2% se les detecto MNT’s, siendo la
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mas comun M avium. En este trabajo, el 21.1% obtenido sigue siendo elevado. Esta diferencia podria
deberse a que en este pais exista una mayor exposicién a este tipo de micobacterias, como lo
mencionaron Pérez-Martinez et al en 2013 y Castillo-Rodal et al en 2012, donde demostraron que
el agua de la llave, que muchos mexicanos utilizan como potable, es una fuente de contagio de
MNT’s, como M avium, M gordonae entre otras, demostrando asi la facilidad de contagio que tiene
este tipo de micobacterias en pacientes inmunosuprimidos (Grafica 3).

Ademas de demostrar que M avium es la MNT mas comunmente encontrada, Brereton et al en
2012, Fujita et al el en 2014 y Gommans et al en 2015 mencionaron que se pueden encontrar otras
como M kansassi, M malmoense y M xenopi afectando el pulmdn de personas con algun tipo de
inmunosupresion. En este trabajo igualmente se detectaron y reportaron esas MNT's: M Avium
17.2%, M Gordonae 2.2%, M kansassi 1.1% y M malmoense 0.5% (Grafica 3).

El factor de riesgo que mas intervino en este trabajo fue la infeccion por VIH/SIDA (62.5%) (Grafica
4). Esta alta incidencia se debe a que las muestras mayormente provenian del hospital de
Infectologia, en el cual se trata a la mayoria de pacientes con esta inmunosupresion y como
menciona Montufar et al en 2014, el riesgo de desarrollar tuberculosis activa en un paciente con
infeccidn por VIH que tenga tuberculosis latente (PPD positiva) se incrementa 100 veces. Igualmente
la coinfeccion con VIH facilita la presentacion de formas extrapulmonares y diseminadas
(ganglionar, osteo-articular, pleural, genitourinario, peritoneal, meningeo y diseminado). En este
trabajo se localizaron muestras extrapulmonares como sangre y medula ésea, orina, liquidos
corporales, biopsias de tejido y otros.

Como menciona Suraprasit et al en 2014, la insuficiencia renal crénica es otro factor de riesgo que
causa un deterioro del sistema inmune haciendo al paciente mds susceptible a contraer tuberculosis.
Asi mismo, Eylboglu et al en 2013 menciona que el trasplante renal aumenta el riesgo de
desarrollar tuberculosis por el estado inmunocomprometido por el que pasa el paciente. Estos dos
padecimientos son muy comunes en este centro hospitalario ya que los hospitales General y
Especialidades cuentan una unidad de trastornos renales y de trasplantes, razén por la cual este
factor de riesgo se presenta en dichos pacientes (Grafica 4).

La diabetes en México es un problema de salud publica, y ha ido en aumento en los ultimos afos.
El estudio realizado por Suwanpimolkul et al en 2014 demostré que los adultos mayores de 45
afios y diabéticos son mas propensos a desarrollar tuberculosis. Asi mismo Durson Tatar et al en
2003 demostro que la diabetes aumenta de 3 a 7 veces el riesgo de padecer tuberculosis (Grafica
4).

Como menciona Pefiuelas-Urquides en 2014, los casos de tuberculosis multirresistente van en
aumento en los ultimos afios. En este trabajo se determind de 53 muestras de M tuberculosis que
5 muestras fueron resistentes a rifampicina (9.4%) y 4 a rifampicna e isoniacida simultdaneamente
(7.5%). Flores-Trevifio en 2014 determind que el 48.6 % de sus cepas fueron resistentes a alguna
droga. De las cuales 40% fue resistente a isoniacida, 20% a rifampicina y 19% a ambas. La cantidad
de casos de multirresistencia depende, como menciona Lopez-Rocha en2013 y Gunther et al en
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2015, del pais de origen, las condiciones de pobreza, el dificil acceso a los servicios de salud, la
marginacion, el fracaso terapéutico, etc.

Meéxico, al ser un pais en desarrollo, la diversidad genética de las cepas es aun desconocida. Para
conocerla es necesario realizar ensayos de “spoligotying” para poder determinar los riesgos de
contagio, la fuente, el monitoreo de cepas existente entre los pacientes, etc. Este trabajo, abre la
puerta para poder iniciar estos estudios de tipificacidn genéticay poder entender el comportamiento
de las cepas circulantes en esta parte de la ciudad.
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Conclusiones

e Se determind en 623 muestras positivas a micobacterias la especie infectantes en
pacientes tratados en el centro Médico Nacional la Raza para poder dar asi el tratamiento
adecuando.

e Los kit Genotype Mycobacterium CM y Genotype MTBC son una herramienta muy util
para la identificacidon de especies de micobacterias.

e Se determind que Mycobacterium tuberculosis es la micobacteria mds frecuentemente
encontrada, razén por la cual las muestras pulmonares fueron las mayormente enviadas al
laboratorio.

e Se diferenciaron las micobacterias tuberculosas de las no tuberculosas, teniendo a
Mycobacterium avium como la micobacteria no tuberculosa mas frecuentemente
encontrada.

e Los pacientes que presenten factores de riesgo como la infecciéon del VIH/SIDA, la
insuficiencia renal crénica/trasplante renal, diabetes y lupus eritematoso sistémico deben
ser prioritarios para un inicio de tratamiento y asi impedir la propagacion de la
enfermedad.

e El kit Genotype MTBDRplus es una herramienta muy util para la identificacion de cepas
resistentes a isoniazida y rifampicina.
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Glosario

Bacilo: Término que se utiliza para describir cualquier bacteria en forma alargada o de barra.
Baciloscopia: Prueba que se utiliza para detectar la presencia de bacilos en una muestra.
Coinfeccidn: Infeccién concurrente con mas de un patdgeno.

Hospedero: Aquel organismo que aloja otro en su interior o que lo porta sobre si.

Lowenstein Jensen: Medio de cultivo que se emplea en microbiologia para hacer posible el
crecimiento de micobacterias.

MGIT: Siglas del medio liquido utilizado para aislar micobacterias (Mycobacteria grow indicator
tube)

Micobacterias: Son bacterias en forma de bacilo, aerobias y no mdviles. Tienen como
caracteristica principal tener acido-alcohol resistencia generada por su gran cantidad de acidos
micélicos presentes en su pared celular.

Mycobacterium: Es el Unico género de la familia Mycobacteriaceae. Formada por bacilos aerobios
inmodviles y no esporulados causantes de graves enfermedades en los mamiferos incluyendo
tuberculosis y lepra.

Mycobacterium avium: Micobacteria no tuberculosa comiunmente encontrada en el medio
ambiente y causa infeccidon cuando se inhala o se ingiere. La infeccién pulmonar es similar a la
tuberculosis mientras que la diarrea y el dolor abdominal se asocia a la infeccidn gastrointestinal.

Mycobacterium bovis: Es una micobacteria de crecimiento lento y causante de la tuberculosis
bovina. También puede infectar y causar tuberculosis en humanos.

Mycobacterium gordonae: Micobacteria no tuberculosa habitualmente presente en la tierra y el
agua, asi como en el medio ambiente hospitalario. Es considerado como un agente no patégeno y
solo en condiciones excepcionales de se comporta como agente oportunista.

Mycobacterium kansassi: Micobacteria no tuberculosa fotocromdgena. Esto debido a un
pigmento formado por un B-caroteno. Su infeccion se asocia a defectos inmunolégicos locales o
sistémicos como las neumopatias crdnicas, tuberculosis pulmonar previa, cardiopatias congénitas,
hepatopatias cronicas, algunas hemopatias, tratamientos prologados con esteroides, trasplante de
drganos, linfocitopenia y VIH.

Mycobacterium malmoense: Micobacteria no tuberculosa (llamada asi porque su primer
aislamiento fue de un paciente de la ciudad de Malmo, Suecia) presente en el agua y el suelo. Infecta
principalmente a nifilos pequefios con linfadenitis cervical o adultos con enfermedad pulmonar
crénica. Rara vez causa infeccion extrapulmonar.
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Mycobacterium tuberculosis: Es la bacteria responsable de la mayor cantidad de casos de
tuberculosis en el mundo. Sus sintomas son fiebre, dolor muscular, pérdida de peso, etc.

PCR: Siglas en ingles de la reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
utilizada para amplificar fragmentos de ADN

SIDA: Siglas del sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Es un trastorno inmunoldgico causado
por la infeccién del virus de inmunodeficiencia humana.

Tuberculosis: Enfermedad infecciosa causada por un bacilo y se caracteriza por la formacién de
tubérculos o nddulos en los tejidos infectados.

VIH: Siglas del virus de la inmunodeficiencia humana.
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