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ANTECEDENTES

Epidemioloqgia:

La Tuberculosis (TB) continua siendo un problema de salud mundial, con mayor
prevalencia en Asia y Africa, se estima por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
que infecta cerca de una tercera parte de la poblacion mundial y genera enfermedad en
alrededor de 9.2 millones de personas por afio; con una mortalidad de 1.7 millones
anuales. *2

Un incremento en la incidencia de las formas extrapulmonares se ha desarrollado desde
mediados de 1980.2 En Estados Unidos de América el 20% de todos los casos de
tuberculosis eran extrapulmonares, comparado con el afio de 1993 con solo el 16%.° Los
sitios mas frecuentemente reportados para las formas extrapulmonares son la ganglionar,
genitourinaria, dsea, sistema nervioso central, seguida de la abdominal en la cual se
incluye la peritoneal.?

En México, 15,000 nuevos casos de tuberculosis y 2,000 muertes causadas por esta
enfermedad son identificados cada afio. La TB pulmonar (TBP) es la mas frecuente a
nivel mundial, y en México; sin embargo las lesiones extrapulmonares han aumentado
considerablemente, representando el 17-20% de los casos. EI CENAVECE (Centro
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de Enfermedades) encontré 18,011
casos nuevos de tuberculosis en el 2009, correspondiendo 2,898 casos a las formas de
tuberculosis extrapulmonares.®

El Hospital General de México (HGM) reportd los siguientes datos acerca de la
distribucion de los casos de TB extrapulmonar del afio 2002 al 2006: ganglionar 27%,
SNC (Sistema Nervioso Central) 19%, diseminada 16%, cutanea 12%, peritoneal 10%,

renal 9%, 6sea 5%, pleural 1%, y ocular 1%.



En el HGM, durante un periodo de 4 afios de seguimiento. Se reportaron 1,374 cultivos
positivos para micobacterias, de los cuales 61% fueron de muestras pulmonares, y el
resto 39% fueron muestras extrapulmonares. En este Ultimo grupo el 85% eran pacientes
con infeccion por VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana), y sin tratamiento
antirretroviral.®

Para finales del afo 2009, se estimaba que existian 33.3 millones de personas con
infeccion por VIH, y 1.8 millones de muertes causadas por sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA).° Se calcula 1.3 millones de personas con co-infeccion VIH y
tuberculosis.’

Se reconoce a la infeccién por VIH como el factor de riesgo de progresién mas importante
para el desarrollo de una tuberculosis activa, tanto en su forma pulmonar como
extrapulmonar,® comparado con poblacién sin infeccién por VIH, los pacientes con VIH
presentan un riesgo 20 veces mayor para desarrollar tuberculosis, y el riesgo se mantiene
mientras la cuenta celular de CD4 se encuentre baja.® En 2007 se registraron 456,00
muertes en pacientes con infeccién por VIH asociadas a tuberculosis.’

En los ultimos 15 afos el interés en las enfermedades causadas por micobacterias no
tuberculosas (MNT), ha aumentado debido al creciente numero de infecciones
pulmonares que causan en pacientes con infeccion por VIH®, lo que se conoce como
transicion epidemioldgica.™®**

La tuberculosis ganglionar continua siendo la forma de presentacién extrapulmonar mas
frecuente, reportandose hasta el 35% de los casos.?

La tuberculosis ganglionar sin la infeccion por VIH y por Diabetes mellitus es considerada
una enfermedad poco patogénica y paubacilar, sin embargo se tienen pocos datos acerca
de su evolucién posterior al tratamiento estrictamente supervisado.*? La presencia de
linfadenopatia en pacientes con infeccién por VIH es un hallazgo comun, recayendo el

diagnostico diferencial en tres grandes categorias, infeccioso, maligno y cambios
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reactivos; para poder realizar la diferenciacién es recomendado realizar aspiracién con
aguja fina, o biopsia; en las regiones con alta prevalencia de tuberculosis, el diagndstico
por este método llego a ser entre el 20 y 60% en pacientes con VIH. A comparacioén en un
estudio realizado en una region de baja prevalencia de tuberculosis el porcentaje
encontrado por incidencia fue de 7.5%; en este estudio el complejo M. avium fue el agente
causal mas frecuentemente encontrado para tuberculosis ganglionar.*®

En el HGM se determino por PCR-RFLP (restriction fragment-length polymorphism), la
frecuencia del tipo de micobacterias en muestras extrapulmonares, siendo M. tuberculosis
la més frecuente en pacientes sin infeccion y con infeccién por VIH, 80.7% y 57.5%
respectivamente. Las micobacterias no tuberculosas, como M. avium, M. gordonae, y M.
fortuitum fueron detectadas en 10 pacientes sin infeccion por VIH, y en 23 con infeccién

por VIH, correspondiendo al 12% y 28.75%, respectivamente.®

Micobacterias:

El complejo Mycobacterium tuberculosis esta conformado por: M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi y M. caprae. '° M. tuberculosis es la mas
importante desde el punto de vista epidemiolégico, ya que produce la mayor parte de los
casos. Las MNT, pertenecen a la especie Mycobacterias, pero son diferentes al complejo
de Mycobacterium tuberculosis y al de Mycobacterium leprae, durante mucho tiempo se
denominaron atipicas o diferentes a M. tuberculosis, oportunistas, o no clasificadas.™
Actian generalmente como agentes oportunistas, en pacientes con algun grado de

inmunocompromiso, o con enfermedades cronicos degenerativas.>'® El

género de
micobacterias no tuberculosas incluye mas de 100 especies de las cuales pueden generar
afeccion ganglionar, las cuales se encuentran generalmente en el ambiente.

En el caso de la tuberculosis ganglionar la mayor parte de los casos son secundarios a la

infeccion por el complejo M. tuberculosis, registrados hasta en el 90% de los cultivos para
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pacientes adultos®’, en especial Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, y
Mycobacterium africanum. Anterior a la pasteurizacion de la leche y su adecuada
manipulacién, M. bovis era la principal causa de tuberculosis ganglionar. Sin embargo la
tuberculosis ganglionar también puede presentarse secundario a micobacterias no
tuberculosas, con un incremento significativo en su incidencia en los Gltimos afios, sobre
todo en paises en desarrollo. La distribuciéon de estas Ultimas no es uniforme, y parece
depender de la zona geogréfica, algunas de las micobacterias no tuberculosas
identificadas con mayor frecuencia son Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium
kansaii, complejo Mycobacterium avium-intracellulare, siendo este ultimo el mas frecuente
dentro de las micobacterias no tuberculosas, reportandose cultivos positivos en el 80% en
ganglios linfaticos. % *’

La mayor parte de ellas se aislan del medio ambiente, como agua, en el caso especifico
de M. kansasii, M. xenopi, y M. simiae, se han aislado de aguas municipales, sin existir
evidencia hasta el momento de trasmisién humano-humano.'” Se ha documentado a M.
abscessus como unas de las micobacterias no tuberculosas mas patdgenas sobre todo en
pacientes con alguna patologia pulmonar crénica, como es el caso de fibrosis quistica.'’
La importancia de poder diferenciar entre micobacterias tuberculosas y no tuberculosas
radica en que la piedra angular del tratamiento en este tipo de afeccién es quirdrgica,
manejandose como una infeccion local, a comparacion de micobacterias tuberculosas
donde el tratamiento generalmente es sistémico a partir de drogas antituberculosas. Las
infecciones por micobacterias no tuberculosas generalmente no responden al tratamiento
convencional antituberculoso, y en ocasiones son mal clasificadas como drogo resistentes

por la falta de respuesta a tratamiento.™
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Presentacidn clinica:

La presentacion tipica de la tuberculosis ganglionar por micobacterias tuberculosas, es
mas frecuente en el género femenino, con una relacion de 1:1.27; y en grupos de
pacientes jovenes, con un pico de edad entre los 20 y 40 afios, aunque puede ocurrir a
cualquier edad. ' Generalmente se presentan con crecimiento progresivo y lento de los
nddulos linfaticos, sin presentar otra sintomatologia, en otros pocos casos llegan a
presentar fiebre, pérdida de peso, diaforesis, y sintomatologia genera en el 32% de los
casos, generalmente en pacientes con infeccién por VIH. %2

La presentacion en el caso de las micobacterias no tuberculosas es mas répida, con
mayor incremento de volumen, mas localizadas, y con formacién de fistulas con mayor
frecuencia, y generalmente no presentan sintomas generales.?

Dentro de las caracteristicas demogréaficas que estan asociadas con la posibilidad de
tuberculosis ganglionar son la edad, el género femenino, el mayor tamafio de las
linfadenopatias, la presencia de fiebre y pérdida de peso, asi como pacientes con
infeccion por VIH, la presencia de carga viral indetectable o el inicio de tratamiento
antirretroviral. En los pacientes con VIH, y diagnéstico de tuberculosis ganglionar no se ha
podido determinar una asociacion entre la cuenta celular de CD4 y la etiologia de las
linfadenopatias.’®* La media de cuenta celular de CD4 encontrada en pacientes con
infeccion por VIH y tuberculosis ganglionar es de 156 cells/mm?.*

La presentacién cervical es la mas frecuente (63.8%) con involucro en nddulos linfaticos
yugulares, en el triangulo posterior o supraclavicular, causado en su mayor parte por M.
tuberculosis; en cambio la infecciébn por micobacterias no tuberculosas presenta mayor
afeccion en nédulos linfaticos cervicales superiores, gldndulas salivales; sin embargo
cualquier otra regién con nédulos linfaticos puede verse afectada como lo es la inguinal,

axilar, mesentérica, mediastinal e intramamaria.?
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El sitio predominante de linfadenopatias en pacientes con VIH fue cabeza y cuello con
18.7%, region axilar en 11.2%, inguinal con 15%, y la combinacion de las tres en un
18.7%."® Se ha encontrado una regresion de los ganglios en un 78% a los dos meses de
iniciado el tratamiento, y 96% a los 6 meses de tratamiento; 22% de los pacientes reporta
aun presentar ganglios palpables al término del tratamiento.*?

De los resultados obtenidos en nuestro hospital en series previas, HGM, el género
mayormente afectado fue el femenino, con una edad media de presentacion de 45.6 afios.
El 88.5% de los casos tenia afeccién unilateral de predominio derecho. En mas del 70%
de los casos presentaban historia de sintomas inespecificos como fiebre, astenia, pérdida
de peso, tos y disnea y solo 17% de los casos presenta alguna lesion radiogréfica
pulmonar.** De los casos con obtencién de cultivo la mayor parte correspondié a M.

tuberculosis, 55%.

Patogénesis:

No se conoce con exactitud los mecanismos de patogenicidad, pero se establece que
esta es una manifestacion local de una enfermedad sistémica, en el caso de infeccion por
micobacterias tuberculosas.?

Generalmente el bacilo penetra en el organismo a través de sistema respiratorio, y a partir
de este presenta una diseminacion linfohematdgena. En este proceso se genera la
infeccién primaria con la exposicion del bacilo, con multiplicacién en el alvéolo y formacion
del nodo de Ghon, el bacilo es fagocitado por los macréfagos a nivel de los ganglios
mediastinales e hiliares, formando esto el complejo primario.

Las micobacterias no tuberculosas se encuentran en un ambiente ubicuo, tanto en la
tierra como en el agua, y animales; los humanos generalmente adquieren estos
patégenos de fuentes del medio ambiente. Su via de entrada al organismo es
generalmente por via oro faringea, o por mucosas como la gingival o conjuntiva.?
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El bacilo ya dentro de los nédulos linfaticos inicia la formacién de tubérculos, a partir de la
liberacion de citocinas y linfocinas, con mayor acumulacion de macréfagos y monocitos,
en esta primera fase existe poca muerte celular, pero con incremento en el nimero de
bacilos en macrofagos. Después de 2 a 4 semanas los macréfagos inician la destruccién
de los bacilos fagocitados y de sus productos, con la formacién de un centro caseoso en
el centro del nédulo linfatico, con formacién de células epiteloides, y acumulacion de
linfocitos. Posteriormente con mayor crecimiento de los mismos y formacion de
periadenitis, en algunos casos se presenta ruptura de estos centros o calcificacion.?

La linfadenitis periférica puede presentarse al inicio de la infeccion, sobre todo en
pacientes en edades extremas como nifios, y en pacientes con inmunocompromiso; o0 en
el caso por reactivacion de la infeccién primaria. Se ha encontrado que hasta el 41.4% de
los pacientes tienen evidencia de tuberculosis pulmonar.

Algunas vias alternas que explican su diseminacion, puede ser a través de los ganglios

linfaticos como los adenoides, o el anillo de Waldeyer, dientes, oido medio y mastoides.?

Diagnostico:

La tuberculosis continla siendo la gran simuladora, y en el caso de las formas
extrapulmonares en particular la ganglionar no es su excepcion, llegando a ser un reto
diagndstico por las mdltiples etiologias; como diagnosticos diferenciales se encuentran
adenitis por algun otro tipo de infeccion bacteriana, hongos, toxoplasmosis, sarcoidosis,
enfermedad del arafiazo del gato, higroma quistico, hiperplasia no especifica, neoplasico,
procesos linfoproliferativos, entre otros.”> Sin embargo la infeccion por tuberculosis debe
ser aun considerado dentro de los primeros diagnésticos diferenciales sobre todo en
paises en desarrollo, siendo la tuberculosis ganglionar la forma extrapulmonar mas
frecuente de presentacion por tuberculosis, y en el caso de pacientes con infeccion por
VIH, pacientes en edades pediatricas y adultos de paises desarrollados la incidencia por

14



infeccidn por otro tipo de micobacterias, como las no tuberculosas, puede llegar a verse
con mayor frecuencia.'

El diagndstico histopatolégico, se establece por la identificacion de granulomas caseosos,
con presencia de células epiteloides con o sin células multinucleadas gigantes y con
necrosis caseosa la cual llega a encontrarse hasta en el 70% de los casos, sin embargo
existen casos donde la formacién de granulomas no es tan evidente.” En el caso de las
micobacterias no tuberculosas la presencia de micro abscesos, granulomas poco
definidos, o granulomas no caseificantes con menor ndmero de células gigantes es
frecuente.”

La aspiracién con aguja fina es un procedimiento sencillo, rapido, y de bajos precios, con
una buena sensibilidad y especificidad y se recomienda para realizar el diagnéstico de
primera intencion. Todo el material recuperado debera ser analizado con la tincién de
Ziehl-Neelsen, para determinar la presencia de bacilos acido alcohol resistente, tiene una
sensibilidad muy variable desde 46% hasta 78% pero con gran especificidad. > Para
pacientes con infeccién por VIH, la aspiracion con aguja fina a mostrado ser un método
adecuado para obtencion de muestras de ganglios, la proporcién de casos diagnosticados
por este método oscila entre el 17% hasta 87%.®

El cultivo de micobacterias continua siendo el estandar de oro, es un proceso lento que
consume aproximadamente 4 semanas dependiendo del tipo de medio que se utilice y del
tipo de micobacteria, llegando a ser hasta de 12 semanas para algunas como M. ulcerans
o M. genavense.> '

De los cultivos utilizados para identificacion de micobacterias no tuberculosas se
encuentran los liquidos como el MGIT (mycobacteria growth indicator tuve), que contiene
un sensor de identificaciéon de oxigeno para el crecimiento micobacteriano; los cultivos
sélidos como el Lowenstein-Jensen, que ayudaria para reconocimiento de colonias y
susceptibilidad; existen algunas micobacterias no tuberculosas las cuales requieren
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suplementos en los cultivos para su crecimiento como M. haemophilum, M. genavense, M.
avium subsp. paratuberculosis, y M. ulcerans."’

La sensibilidad para cultivo se ha reportada tan baja como el 19.1%, siendo la razén mas
importante para esta baja sensibilidad una muestra de poco volumen, asociado a la
obtencion de muestras por punciéon con aguja fina; asi como a las caracteristicas
paubacilares que se presentan en las formas extrapulmonares; o la presencia de necrosis
en la muestra obtenida; y por ultimo también se ha asociado la baja sensibilidad debido a
que de manera inmunoldgica los ganglios linfaticos se encuentran en un estado de
inhibicion metabdlica por lo que el crecimiento no es siempre posible.* El cultivo continua
siendo el estandar de oro para el diagndstico de M. tuberculosis.™

En nuestro hospital, HGM, de los casos con obtencion de cultivo la mayor parte
correspondié a M. tuberculosis, 55%."*

La baciloscopia en pacientes con diagnéstico de tuberculosis ganglionar, llega a ser
positiva en el 24% de los casos. *®

Como se ha demostrado los métodos tradicionales como la microscopia directa y el cultivo
en general son malos para el diagnostico rapido y su sensibilidad es limitada. Estudios
previos han mostrado que los métodos moleculares presentan mejor sensibilidad y tienen
la gran ventaja de ser mas rapidos para la obtencion del diagnéstico, entre 24 y 48 horas,
lo cual se traduce en un inicio rapido y eficaz de tratamiento?, reportandose una
sensibilidad y especificidad buena en el caso de la técnica de PCR (reaccién de cadena
de polimerasa), entre el 84 y 91% y 75 y 100% respectivamente, con un valor predictivo
negativo de 86.95%, por lo cual la presencia de tuberculosis ganglionar no puede
excluirse por completo si el PCR es negativo.™ ® La realizacion del PCR a partir de una
biopsia mejoro sensibilidad para el diagnéstico, probablemente secundario a la poca

muestra que se puede llegar a obtener por aspiracion con aguja fina. *°
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Aun cuando la técnica de PCR han mostrado mejores porcentajes en sensibilidad y
especificidad, asi como la ventaja del rapido resultado, no son un método de eleccién en
paises con bajos recursos para hacerse un estudio de rutina.*®

PCR, es un proceso que multiplica por millones de veces un fragmento determinado de
ADN, es aplicable a la identificacion de especies por diferentes maneras; una de ellas es
por analisis de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP),
una técnica relativamente nueva para la identificacion rapida de micobacterias® el cual ha
sido el mas utilizado, por su poder discriminativo, el cual se realiza por amplificacion de
un fragmento de ADN comun a todas las especies de micobacterias, sometiéndose a lisis
con enzimas de restriccién y visualizacién de los fragmentos de restriccion en gel de
agarosa, tras tefiir con bromuro de etidio; es de gran utilidad en la identificacion rapida de
las especies del género Mycobacterium. °

Desde 1993 Telenti desarrollaron la amplificacion del fragmento hsp65 por medio de PCR-
RFLP para MNT. Es posible inferior el patron de evolucion y describir las proteinas o la
secuencia de ADN por el estudio filogenético, para diferenciar entre el género
Mycobacterium, incluye secuencias de nucle6tidos del gen que codifica la subunidad 16S
ARNT, y secuencias de aminoacidos que codifican los fragmentos hsp65 y rpoB*°. Todas
las especies de bacterias tienen una copia de hsp60 o de hsp65 en su genoma, este es
uno de los puntos clave en su estudio filogenético®.

El gen hsp65, codifica la proteina 65 kDa heat-shock, que se encuentra en la pared del
género de micobacterias, y es uno de los antigenos inmunolégicos mas importantes. En
estudios previos hsp65, ha servido para diferenciar y clasificar la especie de

Mycobacterium, debido a la secuencia de conservacion que tiene.'>?

Reportdndose
sensibilidad y especificad hasta del 100% para el complejo Mycobacterium tuberculosis, y

para no tuberculosas del 74.5%%,
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La técnica de identificacion de la especie de micobacteria por PCR-FRLP de hsp65, esta
basada en el andlisis de los productos obtenidos por enzimas de restriccion (BstEIl y
Haelll) de la PCR obtenida del gen hsp65 (la proteina de choque térmico presente en
todas las micobacterias) obtenida por iniciadores (Tbh11l 5 -ACCAACGATGGTGTGTCAT y
Th12 5-CTTGTCGAACCGCATACCCT) y ofrece la ventaja de identificar varias especies
con un solo experimento y la utilizacion de Unicamente dos enzimas de restriccion, a

diferencia de los otros métodos que utilizan un mayor nimero de enzimas de restriccion®.

Se realiza el presente estudio con el objetivo de identificacion de especie de los casos de
tuberculosis ganglionar, para micobacterias no tuberculosas, en poblacién de pacientes
adultos con y sin infeccién por VIH, que son tratados en el Hospital General de México, a

partir de la técnica de identificacion por PCR-RFLP.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cuales son las especies de micobacterias no tuberculosas identificadas por PCR-RFLP
(restriction fragment-length polymorphism) como agentes etiolégicos en los casos de
tuberculosis ganglionar en adultos mexicanos con y sin infeccibn por Virus de

Inmunodeficiencia Adquirida, en el Hospital General de México?
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JUSTIFICACION

Las micobacteriosis extrapulmonares son padecimientos que pueden estar causados por
Mycobacterium tuberculosis o por micobacterias no tuberculosas (MNT), por lo que su
identificacion rdpida es crucial para una oportuna terapia especifica, ademas de que
conocer la especie es un dato importante en la vigilancia de salud publica. Los métodos
de identificacion de especies micobacterianas que se basan en la velocidad de
crecimiento, caracteristicas microscépicas, propiedades fenotipicas y bioquimicas tienen
como desventajas ser poco accesibles, lentos y no reproducibles, sin embargo tienen la
ventaja de ser mas sencillos.

Existen reportes que indican un cambio en la epidemiologia de las enfermedades
producidas por MNT, en donde se registra un incremento en las infecciones pulmonares y
extrapulmonares en pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos y un incremento
en la resistencia a farmacos de primera linea para el tratamiento. El método del PCR-
permite la fenotipificacion del complejo Tuberculosis y MNT en cepas obtenidas por
cultivos tanto sélidos como liquidos. Lo cual podra identificar de manera mas exacta y
rapida el tipo de micobacteria involucrado en los casos de tuberculosis ganglionar

registrados en nuestro hospital.
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HIPOTESIS
La identificacién de Micobacterias no Tuberculosas por PCR-RFLP es mas frecuente en

los cultivos de tuberculosis ganglionar de los pacientes del Hospital General de México.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer la epidemiologia de los agentes causales de casos de tuberculosis ganglionar
mediante la identificacibn de especie con la utilizacion de las técnicas de PCR-RFLP
realizado en cultivos en medio de MGIT 960, en casos de tuberculosis ganglionar en el
Hospital General de México, en el periodo comprendido de 2010 a 2012.

Objetivos especificos

Describir:

e La frecuencia de los casos de tuberculosis ganglionar causados por micobacterias

no tuberculosas

¢ La fenotipificaciéon de las cepas aisladas de pacientes de tuberculosis ganglionar

en el Hospital General de México
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MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal retrospectivo y prospectivo, de muestras de biopsia de pacientes con
linfadenopatias cervicales con sospecha diagndstica de tuberculosis en el periodo de
enero del 2010 a enero del 2012, en un hospital de concentraciéon de tercer nivel. Los
criterios de seleccion fueron pacientes mayores de 15 afios que tuvieran crecimiento de
cadenas ganglionares cervicales, temperatura mayor a 37.5°C, pérdida de peso, mal
estado general, sin tratamiento previo con drogas antituberculosas; el diagnostico de
tuberculosis fue sugerido por la presencia de la formacién tipica del granuloma con
células epiteloides en la biopsia y confirmada por el cultivo positivo o de la respuesta a la
terapia especifica con 1 afio de seguimiento. El estudio fue aprobado por el Comité de
Etica y se obtuvieron cartas de consentimiento informado.

A cada uno de los pacientes se les hizo historia clinica completa, estudios hematolégicos,
VIH por ELISA y confirmacion por Western-blot, y radiografia de térax. Ademas prueba
cutanea con el derivado purificado de la proteina (PPD-RT23, Statens Seruminstitut,
Copenhague, Dinamarca).

En cada paciente se obtuvo una biopsia de un nodo linfatico afectado para analisis
histopatol6gico, microbiolégico y de biologia molecular. Las pruebas se estudiaron de
forma independiente y a ciegas:

Para el estudio histopatolégico, los fragmentos fueron fijados en formol al 10% extendidos
en parafina, seccionados y tefiidos con eosina-hematoxilina y examinados para
determinar sus caracteristicas. El resultado fue sugestivo de tuberculosis cuando
presentaban la formacion tipica del granuloma con focos de necrosis caseosa y alrededor
una capsula hialina con licuefaccion y si las células epiteloides estaban presentes. Otros

cambios histopatolégicos de no tuberculosis fueron estudiados de la misma manera.
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Los estudios bacteriolégicos fueron realizados en los especimenes homogenizados en la
solucion salina isotonica, buffer-fosfato y descontaminada con la solucién de hidréxido de
sodio al 4%. Después de la neutralizacion y la centrifugacién, cada homogenizado fue
suspendido de nuevo en el agua destilada. Los bacilos acido-resistentes (AFB) fueron
identificados por la tincién de Ziehl-Neelsen. Para los cultivos, 0.2mL partes alicuotas de
los homogenizados de la biopsia fueron inoculadas en las botellas con el medio liquido
fluorescente de MGIT 460 (Tubo del Indicador del Crecimiento de Mycobacterium, Becton
Dickinson, San José, CA, los E.E.U.U.). Los medios fueron incubados a 37°C por ocho
semanas e inspeccionados semanalmente para el crecimiento.

Con lo que respecta a las pruebas de biologia molecular el ADN gendémico fue extraido
mediante choque térmico, colocando los criotubos que contenian 1 mL de una suspension
de las cepas, en un termobloque a 95 °C durante 1h. Posteriormente los criotubos se

almacenaron a -20 °C durante 10 minutos o bien hasta su uso.

Amplificacion de la secuencia de insercion 1S6110 por PCR punto final

Se prepar6 una mezcla de reaccion a un volumen final de 47 uL, conteniendo 29.8 uL de
agua grado biologia molecular, 5 uL de regulador (10X), 10 uL de una mezcla de dNTP 10
mM, 1 puL de cada uno de los iniciadores disefiados en este estudio 1S6110F (5'-
ggATCCgCCAgCCCAggATCCTgCg-3) e IS6110R (5-
AggTgCggACCACCAgCACCTAACC-3), 0.2 uL de Taqg polimerasa recombinante 5 U/uL
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) y 3 uL de ADN previamente extraido.
Las condiciones de reacciéon consistieron en una pre-incubacion a 94 °C durante 1 min,
seguido de 45 ciclos de 15 seg a 94 °C, 50 seg a 70°C y 7 min a 72 °C; siendo el
producto de amplificacion esperado de 140 pb. Los productos de PCR fueron observados

mediante electroforesis en geles de agarosa al 2.5% empleando GelStar™ (Lonza Group
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Ltd, EE.UU) como intercalante de bases y utilizando un fotodocumentador (BioRad

Laboratories, California, EE.UU). La cepa H37Rv fue empleada como control positivo.

Amplificacion del gen hsp65 por PCR punto final

Se emplearon los iniciadores Tb11 (5-ACC AAC gAT ggT gTg TCC AT-3') y Tb12 (5’-CTT
gTC gAA CCg CAT ACC CT-3') propuestos por Telenti %, y empleando las siguientes
condiciones de reaccion: el volumen total de la mezcla de reaccion fue de 45 uL la cual
contenia 26.8 uL de agua grado biologia molecular, 5 ul de regulador 10X, 10 ul de una
mezcla de dNTP 10 mM, 1 ulL de cada uno de los iniciadores, 0.2 uL de Taq polimerasa
recombinante 5 U/uL (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), 3 uL de DMSO
y 5 uL del ADN previamente extraido. Las condiciones de reaccién consistieron en una
pre-incubacién a 94 °C durante 1min, seguido de 35 ciclos de 20 seg a 94 °C, 30 seg a 58
°Cy 20 seg a 72 °C, con una extension final de 7 minutos a 72 °C; siendo el producto de
amplificacién esperado de 441 pb. Los productos de PCR fueron visualizados como se

mencionod anteriormente.

Andlisis del patrén de restriccion de hsp65

Los productos de amplificacién de 441pb del gen hsp65 fueron digeridos empleando la
enzimas de restriccion BstEll y Haelll (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).
La mezcla de digestion se prepar6 por separado para cada enzima conteniendo: 12 uL de
agua grado biologia molecular, 2 uL de regulador especifico para cada enzima, 1 uL de
enzima ( U/uL) y 5 pL del producto de amplificacién obtenido, incubando a 60°C y 37°C
durante 1 h, respectivamente. El analisis de los fragmentos obtenidos se realiz6 mediante

electroforesis en gel de agarosa Nusieve™ 3:1 (Lonza Group Ltd, EE.UU) al 3%. La
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digitalizacion de la imagen obtenida del corrimiento electroforético se realizo mediante un
fotodocumentador (BioRad Laboratories, California, EE.UU).

Los tamafios de los fragmentos obtenidos fueron determinados con el marcador de
tamafio molecular VIII (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) y el patron
correspondiente a la cepa control. La interpretacion de los resultados se basé en los
algoritmos descritos por Devallois (1999), Brunello (2001) y Chimara (2008).

El tratamiento especifico estrictamente supervisado con las drogas isoniazida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol fue iniciado en los casos en los cuales la tuberculosis fue
comprobada por cualquier método. En los pacientes VIH-positivos se indicO ademas la
combinacion de zidovudine y lamivudina con efavirenz o niverapina, respuesta clinica fue

evaluada en el primer afio 0 hasta observar la completa resolucién del proceso.
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RESULTADOS

De un total de 150 biopsias ganglionares de pacientes que se ingresaron por sospecha
de tuberculosis ganglionar, de ellas seis casos con biopsias ganglionares coexistieron con
tuberculosis pulmonar y una con tuberculosis meningea. En el periodo comprendido de
enero del 2010 a enero del 2012 solo 45 biopsias ganglionares (26%) fueron confirmados
por cultivo (MGIT) positivo para M. tuberculosis; hubo 20 pacientes con infeccion por VIH
positivo, de este grupo 17 del género masculino y tres del femenino con una edad media
de 32.8412 afios. El valor medio del conteo de CD4 fue 108 cels/mm?® con una
desviacion estandar de 53.4 cels/mm?®. De los pacientes con VIH positivo, 15 (75%)
presentaron linfadenopatia unilateral, 10 de la cadena linfatica cervical derecha y cinco de
la izquierda, y cinco (25%) pacientes tenian afectacion bilateral. La sintomatologia més
frecuente fue fiebre (75%) y mal estado general (90%), tres pacientes tenian tuberculosis
pulmonar y uno tuberculosis meningea.

Un grupo control se conformo por 25 pacientes VIH negativos, 20 del género masculino y
cinco del femenino con una edad media de 49.6+£13.5 afios, se observo una diferencia
significativa entre los grupos en estudio, por prueba de T-Student para muestras
independientes (p-value<0.001). 18 pacientes (90%) presentaron linfadenopatia unilateral,
12 de la cadena linfatica cervical derecha y seis de la izquierda y dos (10%) tenian
afectacion bilateral. La sintomatologia méas frecuente fue fiebre (90%) y mal estado
general (40%). Tres pacientes coexistieron con tuberculosis pulmonar.

La prueba de x* de Pearson entre sexo y status de VIH, no tuvo diferencia estadistica
significativa al 95% de confianza, observandose que el 80 y el 85% de la poblacion en
estudio son del género masculino para aquellos con VIH positivo y VIH negativo

respectivamente. (tabla 1, tabla 2)

27



Estudios Bacteriolégicos

La mayoria de los cultivos se identificaron como parte del Complejo Mycobacterium
tuberculosis (91.1%). En las biopsias de nodo linfatico de pacientes VIH positivo la tincién
de Zhiel-Neelsen fue positiva en siete casos (35%), el crecimiento de Mycobacterim por el
medio BACTEC (MGIT-360) fue positiva en todos los 20 casos con un promedio de
crecimiento de 32 dias, el estudio histopatologico demostré la caseificacion
granulomatosa compatible con la infeccion tuberculosa en 17 casos y en tres se reportd
hiperplasia linfo reticular no especifica. En las biopsias de nodo linfatico de pacientes VIH
negativos la tincién de Zhiel-Neelsen fue positiva en 10 casos (50%), el crecimiento de
Mycobacterim tuberculosis fue positivo con promedio de crecimiento de 25 dias, el estudio
histopatol6gico demostrd caseificacion granulomatosa compatible con la infeccion
tuberculosa en el 100% de los casos. (tablal, tabla 2)

La quimioterapia estandar con cuatro drogas (isoniazida, rifampicina, etambutol vy

pirazinamida) fue iniciada en todos los pacientes en el momento del diagnéstico.

Identificacién de micobacterias no tuberculosas resultados por PCR-RFLP de hsp65

A partir de las 40 de cepas aisladas del material de biopsia de nodos linfaticos, en el
grupo VIH positivo, 17 (85%) fueron identificadas como pertenecientes al Complejo M.
tuberculosis al obtenerse un ampliacion de aproximadamente 140 pb (figura 1),
correspondiente a la secuencia de insercion 1S6110. Tres (15%) cepas no presentaron un
producto de amplificacion para 1S6110, por lo cual la identificacion de la especie se realizd
mediante PCR-RFLP. Los patrones de restriccion obtenidos para la ampliacion de 441 pb
de hsp65 de las cepas de estudio (figura 2), fueron comparados con los reportados en la
literatura consultada detectdndose a las especies:

Dos (10%) M. avium intracellulare y una cepa (5%) a M. gordonae, del grupo VIH positivo.
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Del grupo VIH negativos 24 (95%) cepas correspondieron al complejo Micobacterium
tuberculosis y una cepa (5%) se identific6 como M. fortuitum.

La reactividad cutanea con PPD (un halo de induracién >10mm) fue positiva en cinco
(25%) pacientes VIH positivo y 12 (60%) casos positivos en los pacientes VIH negativos.
Para determinar diferencias entre la deteccion del PPD vy el status de VIH se realizé una
prueba X°> de Pearson, que no tuvo datos estadisticamente significativos al 95% de
confianza (p-value=0.11).

En el grupo de pacientes VIH positivos, 16 fallecieron antes de un afio, de los cuatro
restantes a un afio de seguimiento de iniciar tratamiento especifico tuvieron curacion de la
adenopatia. En el grupo de pacientes VIH negativos 17 casos tuvieron curacién, dos

mejoria discreta y uno abandono el tratamiento.
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DISCUSION

En afios recientes las infecciones por micobacterias no tuberculosas han cobrado
importancia debido a su asociaciéon con la infeccién por VIH y el reconocimiento de
afecciéon pulmonar con mayor frecuencia aun en pacientes sin inmunocompromiso. De
igual forma otro factor importante en el diagndstico se debe a la mejoria en la metodologia
para el aislamiento e identificacion de estas especies, lo cual ha detectado un incremento

en el nUmero de micobacterias no tuberculosas.'’

La infeccién por micobacterias no tuberculosas, se describia como exclusiva en tres
grupos especiales, el primero pacientes con infeccion por VIH con cuentas celulares por
debajo de 50/ul, y con presentacién de tuberculosis diseminada; en segundo lugar
pacientes con sindromes genéticos como mutaciones de Interferon gamma, interleucina
12, también con presentacién diseminada; y el Ultimo grupo asociado con bronquiectasias,

y afeccion pulmonar.*’

En esta Ultima revision del total de pacientes con diagndstico de tuberculosis ganglionar
tanto el grupo de pacientes con infeccion por VIH, como aquellos seronegativos, la
identificacion del complejo M. tuberculosis fue mas frecuente, mas del 80% para ambos,
lo cual coincide con las publicaciones internacionales. Del total de pacientes con
resultados positivos en el grupo de infeccion por VIH la cuenta celular de CD4 se
encontraba por debajo de 100 cells/fmm?®, una cuenta celular por debajo de 100 cells/mm?,
se asocio hasta en 60.9% con cultivos positivos para tuberculosis ganglionar, lo que
aparentemente corresponde con una sensibilidad mayor mientras menor sea la cuenta
celular de CD4 en estos pacientes.*®

De los casos positivos al PPD se encontr6 mayor nimero de casos positivos en pacientes

sin infeccion por VIH, que en el grupo de VIH 60% y 25% respectivamente. La respuesta
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positiva al PPD puede ocurrir en pacientes con infeccién por M. tuberculosis, hasta en el
75% de los casos, o presentarse como una reaccion intermedia en casos con antecedente
de vacunacién con BCG o infecciones por micobacterias no tuberculosas.? En el Hospital
General de México (HGM) en una serie previa, el PPD fue positivo en 50% de los casos
diagnosticados como tuberculosis ganglionar.**

Los hallazgos histopatolégicos de hiperplasia linfo reticular no especifica, y no la
presencia de granulomas tipicos y material caseoso, es mas frecuente en pacientes con
infeccion por VIH, debido al déficit de linfocitos T para la formacién de células epiteloides,
que estan presentes en el granuloma; en estos pacientes es mas frecuente encontrar

formaciones atipicas de granulomas necrozados.?

El uso de las técnicas de amplificacion de acidos nucléicos, en especial la reaccién de
cadena de polimerasa (PCR), se usan mas frecuentemente, sin embargo en el caso
especifico del diagnostico e identificacién para tuberculosis ganglionar, se desconocen de
manera adecuada su eficacia y efectividad, y su sensibilidad en poblacién con algun
grado de inmunocompromiso, como lo es la infeccion por VIH; poblacion mayormente
afectada no solo por el complejo de M. tuberculosis sino también por micobacterias no
tuberculosas, lo cual dificulta alin mas su diagnéstico y por lo tanto el inicio temprano y
eficaz de tratamiento. ! La mayor parte de los casos registrados, son secundarios a la
infeccion por el complejo de M. tuberculosis, entre ellos M. bovis ?, el cual ha disminuido
su incidencia en los Ultimos afios; sin embargo el incremento en la identificacion de otras
micobacterias como las no tuberculosas se ha documentado, sobre todo en paises en
desarrollo; de las micobacterias no tuberculosas identificadas con mayor frecuencia son

M. scrofulaceum, M kansaii, y el complejo M. avium-intracellulare.?

31



En el caso especifico de la técnica PCR-RFLP, registrada desde 1993, desarrollada por
la amplificacion del fragmento hsp65, es posible identificar entre el género
Mycobacterium, con sensibilidades y especificidad de hasta del 100% y 74% para M.

tuberculosis y micobacterias no tuberculosis respectivamente.*

En el estudio de Devallois *°> en 1997 se realiz6 la identificacion de 34 diferentes especies
de micobacterias por medio de la utilizacion de PCR-RFLP de hsp65 en 108 cepas, de las
que correspondian a 43 cepas de referencia y 65 aislamientos clinicos, obteniéndose 49
patrones distintos, caracterizacion de 25 especies con un solo patrén y 9 especies con

mas de un patrén.

Bruello y col., en 2001 identificaron 54 especies por medio del
método de PCR-RFLP de hsp65. ?® El algoritmo propuesto incluyé 32 especies ya
descritas y 22 especies adicionales. ?® Chimara y col. en 2008 ?’ realizaron con la técnica
de PCR-RFLP de hsp65 la identificacion de micobacterias, en 5010 cultivos de donde
obtuvieron 434 aislamientos. Se concluyé que la prueba de PCR-RFLP de hsp65 fue mas
precisa que las pruebas fenotipicas (92 -90.3%- frente a 338 -77.9%- respectivamente;
p<0.0001).?” En un estudio realizado en Etiopia de 964 cultivos de pacientes con
diagndstico de tuberculosis ganglionar, se determinaron por secuencias de polimorfismo
PCR-RFLP en tuberculosis ganglionar, 10 casos de micobacterias no tuberculosas, M.

intracellulare, M. flavescens, y M. simiae. El resto se identifico como causante al complejo

M. tuberculosis (71%). %

El tratamiento para las formas extrapulmonares por micobacterias no tuberculosas se
basa frecuentemente en la administracion de macrolidos, y manejo quirdrgico por
debridacion del nodo afectado, el caso especifico de linfadenitis por micobacterias no
tuberculosas, por el complejo Mycobacterium avium, la respuesta a tratamiento quirdrgico
presenta hasta del 90% de curacién, en los casos en los que no tienen mejoria, se puede

agregar al tratamiento un macrélido.’
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Se requiere continuar estudiando la infeccion por micobacterias no tuberculosas, uno de
los problemas mas severos en la falta de informacion, es que esta infeccion se considera
una enfermedad que ocurria de manera esporadica y por lo tanto no era un problema de
salud publica. Actualmente se clasifican como una enfermedad emergente. Se requieren
nuevos métodos de deteccion, y mayor informacién sobre la efectividad del tratamiento.
Aunque probablemente el costo beneficio no es tan claro como en el caso de las
micobacterias tuberculosas para poblacién en general, las micobacterias no tuberculosas
puede ser tratadas de modo mas especifico valorando los resultados del tratamiento a

largo plazo.
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CONCLUSIONES

La linfadenopatia cervical constituye un reto diagnéstico, por la multiplicidad de
micobacterias que la pueden generar, procesos infecciosos que se confunden con
neoplasias, sin embargo la tuberculosis continua siendo una lo de los primeros
diagndsticos diferenciales, y el principal sitio de manifestacién extrapulmonar de la
tuberculosis, sobre todo en pacientes con algin grado de inmunocompromiso. El método
PCR-RFLP, tiene buena sensibilidad, y la ventaja de ser mas rapido en el tiempo de
identificacion de las micobacterias causantes de formas extrapulmonares sospechosas de

tuberculosis, lo cual facilita el diagnéstico y el inicio del tratamiento de manera adecuada.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1.

VIH Genero Edad Elisa VIH W-b Cd4 Cultivo MGIT PCR RFLP Tincién PPD

positivo cels/mm3 Z-N
1 Masculino 18 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Positiva Positiva
2 Masculino 24 Positivo Positivo 200 Positivo Cmyt Negativa Positiva
3 Masculino 54 Positivo Positivo 50 Positivo Cmyt Negativa Negativo
4 Masculino 32 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Negativa Negativo
5 Masculino 48 Positivo Positivo 75 Positivo Cmyt Positiva Negativo
6 Femenino 23 Positivo Positivo 200 Positivo Cmyt Negativa Positiva
7 Masculino 19 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Negativa Negativo
8 Masculino 32 Positivo Positivo 50 Positivo Cmyt Positiva Negativo
9 Masculino 38 Positivo Positivo 50 Positivo M. Negativa Negativo

Intracellulare
10 Masculino 41 Positivo Positivo 200 Positivo Cmyt Positiva Negativo
11 Masculino 35 Positivo Positivo 150 Positivo M. Gordonae Negativa Negativo
12 Masculino 29 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Negativa Positiva
13 Masculino 23 Positivo Positivo 50 Positivo Cmyt Negativa Negativo
14 Femenino 65 Positivo Positivo 50 Positivo Cmyt Positiva Negativo
15 Masculino 34 Positivo Positivo 200 Positivo Cmyt Negativa Negativo
16 Masculino 28 Positivo Positivo 100 Positivo M. Negativa Positiva
Intracellulare

17 Masculino 20 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Positiva Negativo
18 Femenino 27 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Negativa Negativo
19 Masculino 34 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Negativa Negativo
20 Masculino 32 Positivo Positivo 100 Positivo Cmyt Positiva Negativo

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes del grupo VIH positivos. W-b Western Blood;

CD4 conteo celular; MGIT mycobacteria growth indicator tuve; PCR RFLP restriction

fragment-length polymorphism Cmyt Complejo Mycobacterium tuberculosis; Tincion Z/N

Ziehl Neelsen; PPD pruebas cutaneas con el derivado purificado de la proteina.
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Tabla 2.

VIH negativo Género Edad Comorbilidad Cultivo MGIT PCR RFLP Tincion Z-N PPD
1 Masculino 34 Dm tipo 11 Positivo Cmyt Positiva Negativo
2 Masculino 56 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva
3 Femenino 23 Negativo Positivo Cmyt Positiva Negativo
4 Masculino 76 Negativo Positivo Cmyt Positiva Positiva
5 Masculino 65 Negativo Positivo M. Fortuitum Negativa Positiva
6 Masculino 45 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva
7 Femenino 56 Alcoholismo Positivo Cmyt Negativa Negativo
8 Masculino 56 Negativo Positivo Cmyt Positiva Positiva
9 Masculino 45 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva

10 Masculino 56 Negativo Positivo Cmyt Negativa Negativo
11 Femenino 53 Lupus Positivo Cmyt Negativa Positiva
12 Masculino 75 Dm tipo 11 Positivo Cmyt Positiva Negativo
13 Masculino 45 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva
14 Femenino 65 Negativo Positivo Cmyt Positiva Negativo
15 Masculino 34 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva
16 Masculino 56 Alcoholismo Positivo Cmyt Positiva Negativo
17 Masculino 23 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva
18 Femenino 45 Negativo Positivo Cmyt Negativa Negativo
19 Masculino a7 Negativo Positivo Cmyt Positiva Negativo
20 Masculino a7 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva
21 Masculino 43 Alcoholismo Positivo Cmyt Negativa Negativo
22 Masculino 34 Negativo Positivo Cmyt Positiva Negativo
23 Masculino 51 Negativo Positivo Cmyt Negativa Positiva
24 Masculino 54 Negativo Positivo Cmyt Negativa Negativo
25 Masculino 57 Dm tipo 11 Positivo Cmyt Positiva Negativo

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes del grupo VIH negativo, grupo control; MGIT

mycobacteria growth indicator tuve; PCR RFLP restriction fragment-length polymorphism

Cmyt Complejo Mycobacterium tuberculosis; Tincion Z/N Ziehl Neelsen; PPD pruebas

cutaneas con el derivado purificado de la proteina.
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Gréfica 1.

Biopsias Ganglionares Cervical (150)

B Tuberculosis ganglionar descartada (105)

Tuberculosis ganglionar por M. tuberculosis (41)

M Tuberculosis ganglionar por MNT (4)

Grafica 1. Del un total de 150 biopsias de ganglios cervicales, se confirmaron para

tuberculosis ganglionar por cultivo MGIT un total de 40 muestras. De estas muestras 36

ganglios fueron identificados al complejo M. tuberculosis, y 4 a micobacterias no

tuberculosas (MNT).
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Tabla 3.

Grupos Micobacterium tuberculosis Micobacterias no tuberculosas
Grupo VIH + 17 3
Grupo VIH - 24 1

Tabla 3. Del grupo VIH positivo, 17 ganglios fueron positivos para el complejo M.

tuberculosis, y tres ganglios se identificaron micobacterias no tuberculosas, en el grupo

control, VIH negativo, 24 ganglios fueron positivos para el complejo M. tuberculosos, y un

ganglio para micobacteria no tuberculosa.

Tabla 4.

Grupos PPD( -) PPD (+)
Grupo VIH + 15 5

Grupo VIH - 13 12

Tabla 4. A todos los casos positivos para tuberculosis ganglionar, se realizo la prueba

cutanea PPD, del grupo VIH positivo, 15 pacientes presentaron una respuesta negativa, y

solamente cinco positivo. Del grupo control, VIH negativo, ocho pacientes se reportaron

como respuesta negativa y 12 como positiva, de estos pacientes
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FIGURAS

Figura 1.
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Fig 1. Amplificacion de la secuencia de insercid 1IS6110 de cepas identificadas
como Complejo Mycobacterium tuberculosis. A y B) Electroferogramas de los
amplicones obtenidos para IS6110 en las cepas de estudio; M) marcador de tamafo
molecular (Marker VIII) de 1140-25 pb; C)cepa control H37Rv M. tuberculosis; cepas
identificadas como CMT 1) cepa 142, 2)cepa 150, 3)cepa 163, 5)cepa 015, 6)cepa 016,
7)cepa 017, 8)cepa 018, 9)cepa 019, 10)cepa 020, 11)cepa 021, 12)cepa 022, 13)cepa
023), 14)cepa 024, 15)cepa 025, 17)cepa 027, 18)cepa 028, 19)cepa 030, 20)cepa
031, 22)cepa 033, 24)cepa 035, 25)cepa 036.Las cepas negativas a CMT fueron 4)
006, 16)026, 21)cepa 032y 23)cepa 034.
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Figura 2.
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Fig 2. PCR-RFLP. Patron de restriccion del producto de amplificacion del gen hsp65 de
441 pb de las cepas de estudio. Se emplearon las enzimas de restriccion BstEIl y
Haelll para digerir el control y las muestras. En el electroferograma se muestran el
tamafio de los fragmentos obtenidos. M) marcador de tamafio molecular (Marker VIII)
de 1140-25 pb. C) Patron de restriccion para la cepa H37Rv, empleada como control. I)
patrén de la cepa correspondiente a Mycobacterium gordonae; 1) patréon de la cepa M.

fortuitum; 111) la cepa presenta el patron que la identifica como M. avium intracellulare.
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