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SUMMARY.

Tuberculosis infects 1,7 thousands of million people all over in the world,
this is one third of the world-wide population, and causes three million deceases
per year, the most representative number for an isolated infectious disease.
Essential factors that allow a fast propagation of Mycobacterium tuberculosis
(MTb), are crowding and people with some kind of acquired immunocompromise
In addition to MTb, other nontuberculosis mycobacterias exist that appear most
frequently, mainly in patients with specifc immunocompromise. Many of these
mycobacteria do not respond to the antifimic therapeutics.

In a effort to improve the quality of attention to public health patients and as
in our means it is not possible to make the determination of species regularly, it
was necessary to determine it by nonconventional means of molecular biology.; we
used a relatively new method - nat yet implemented in our welfare medical units-
that consist of extraction and amplification of DNA by PCR and enzymatic digestion
by fragments of restriction RFLP. In this study 101 samples with isolation of
Mycobacterium sp were analyzed in the Lowenstein cuiture. Due to the nonoptimal
conditions in culture means, 23 stocks were only viable for the obtaining of DNA.
Fifteen of these (65.21%) corresponded to Mycobacterium tuberculosis and 8
(34.78%) to nontuberculosis mycobacterias. 21 samples were from male patients
(91.3%) and 2 (B8.69%) female; in 17 (73.91%) there was comorbidity with HIV -12
with lymphocytes TCD4+ smaller to 250 cells/mm3 - 10 (58.82%) had MTb, 6
(35.29%) M. avium and one M. intracellullare; _ in three with diabetes mellitus
(13.04%) were identified 2 MTb and a M. kansasii; other 3 with another type of
comorbidities were infected by MTb. We observed that there was an unexpected
high proportion of nontuberculosis mycobacteras, mainly associated to infection
with VIH with low TCD4 counts lymphocytes, nevertheless the complex
tuberculosis, still predominant.

The identification of species of mycobacteria would be excellent in the
clinical evolution subset of patients since it would improve election of the medical
treatment and the answer to the same one, with improvement in mortality. Thus,
continuity must be important to search faster and efficient diagnosis methods for
this disease.



RESUMEN.

La tuberculosis infecta 1.7 miles de millones de personas en todo el
mundo, es decir una tercera parte de la poblacion mundial, y provoca tres
millones de muertes por aiio, la cifra mas representativa para una enfermedad
infecciosa aislada. Los dos factores esenciales que permiten una propagacion
rapida de MTDb, son el hacinamiento y la pobiacion que presenta algan tipo de
inmunocompromiso adquirido. Ademas de Mycobacterium tuberculosis
existen ofras micobacterias no tuberculosas que se presentan con mayor
frecuencia principalmente en pacientes con inmunocompromiso especifico.
Muchas de estas micobacterias no responden al tratamiento antifimico.

En un esfuerzo para mejorar la calidad de atencion al derechohabiente
y como en nuestro medio no es posible realizar regularmente la determinacion
de especie fuc necesario determinarla por medios no convencionales de
biologia molecular; empleamos un método relativamente nuevo -atin no
implementado en nuestras unidades médicas asistenciales- que consiste en
extraccion y amplificacion de DNA por PCR y digestion enzimdtica por
fragmentos de restriccion (RFLP). En este estudio se analizaron 101 muestras
con aislamiento de Mvcobacterium sp en medio de Lowenstein. Debido a las
condiciones no Optimas en el medio de cultivo, sélo fueron viables para la
obtencion de DNA 23 cepas. Quince de éstas (65.21%) correspondieron a
Mycobacterium tuberculosis y 8 (34.78% ) a micobacterias no tuberculosas. En
su correlacion clinica 21 muestras procedieron de pacientes de sexo masculino
(91.3%) y 2 (8.69%) de casos de sexo femenino; en 17 (73.91%) hubo
comorbilidad con VIH -12 con linfocitos TCD4+ menores a 250 células/mm’-:
10 (58.82%) tuvieron MTb, 6 (35.29%) M. avium y uno M intracellullare:; en
tres con diacetes mellitus (13.04%) se tipificaron 2 MTb v un M. kansasii; los
3 restantes con otro tipo de comorbilidades fueron tuberculosos.

Por lo anterior observamos que hubo una proporcion inesperada de
micobacterias no tuberculosas, principaimente asociada a infeccion por VIH
con bajas cifras de linfocitos TCD4+; sin embargo éstas no desplazaron a
especies del complejo tuberculosis, ain predominante. La identificacion de
especie de micobacterias resultaria relevante en la evolucion clinica de los
pacientes ya que mejoraria la cleccion del tratamiento farmacologico y la
respuesta al mismo con repercusion en la mortalidad de estas infecciones. Asi
debe darse continuidad a esta tarea y/o a la busqueda de métodos mas rapidos
v eficientes de diagnostico para este tipo de entidades.




INTRODUCCION.

La tuberculosis -TB-, designada también como tisis o peste blanca, es
una infeccion, a menudo persisiente, causada por especies de bacterias del
complejo Mycobacterium tuberculosis -CMTb- (en particular M. ruberculosis
-MTb-y M. bovis); suele afectar cualquier organe del cuerpo, cominmente los
pulmones, v por histopatologia la caracterizan los granulomas tuberculosos.

Existen evidencias pre-historicas de TB espinal en restos humanos del
periodo neolitico al igual que en momias egipcias y precolombinas. Sin
embargo, esta infeccion se convirtio en un problema severo cuando el
hacinamiento -rural y urbano- asociado a las malas condiciones de vida y
alimentacion, durante las épocas pre-industrial e industrial comportaron
circunstancias epidemiologicas que favorecieron su propagacién en las
poblaciones y su agravamiento en cada sujeto. En los siglos XVII y XVIIL, la
TB causé una cuarta parte de las muertes de adultos ocurridas en Europa.
(http:www.state.nj.us/health/cd/tbhstry.htm).

-—Panorama epidemiolégico mundial---

La era moderna de la entidad inicio en 1946, al demostrarse el beneficio
de la Estreptomicina -STM-; en 1952 se obtuvo la Isomacida -HAIN-, farmaco
mas elicaz que hizo curable a esta enfermedad en la mayoria de los casos. En
1970, se descubrio que la rifampicina -RFM- era al menos tan efectiva como
la isoniacida. La terapia exitosa redujo la prevalencia de la TB y estimulo la
promocion de programas para su erradicacion.

Sin embargo, actualmente este objetivo se ha tornado imposible debido
a circunstancias inesperadas. En 1985, en los Estados Unidos, la frecuencia de
casos de tuberculosis aumento por primera vez en mas de dos décadas y desde
entonces se han observado indices crecientes, atribuibles en gran proporcion al
desarrollo de tuberculosis en sujetos afectados por virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) v a transmision de MTh desde estos pacientes a otras personas
de la comunidad. La frecuente interrelacion de factores como el uso de drogas
ilegales, el desempleo, la carencia de vivienda digna y la infeccion por el VIH
| predispone a la reactivacion de focos de infeceion remota y a la adquisicion o
propagacion epidémica de nuevos casos de enfermedad, motivados por la no
adherencia de estos individuos al tratamiento prescrito, asi como al desarmllu‘
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y diseminacion de cepas resistentes a drogas antifimicas de primera linea: se
ha definido como “multidrogo-resistencia™ a la resistencia a HAIN y RFM, los
medicamentos fundamentales de la terapia antituberculosa (7). En la poblacion
citada ha surgido la tuberculosis resistente a maltiples farmacos -TBMDR- y
se ha propagado a otros sujetos, sobre todo a personal del area de la salud. Asi.
muchos programas terapéuticos, exitosos previamente, resultaron deficientes a
causa de la resistencia medicamentosa y 4 la falta de apego al tratamiento (8).

Actualmente la TB afecta a 1.700 millones de personas en el mundo, es
decir una tercera parte de toda su poblaciéon y provoca 3 millones de decesos
cada ano, las mayores cifras para una infeccion aislada. Las poblaciones mas
afectadas son las mas depauperadas del planeta, condiciones que se agravan en
forma reciproca y resaltan la relevancia de los estudios que indagan sobre esta
situacion y sobre su mejor abordaje clinico y epidemiologico.

—Epidemiologia de la tuberculosis en México---

En el decenio de 1984-1993, el nimero de casos notificados de TB en la
Republica Mexicana se mantuvo estable, con ligeras variaciones anuales en
incremento o decremento en cuanto a la tasa de incidencia, mientras que la
mortalidad mostré un descenso constante, lento y poco significativo.

En 1993 se notificaron 15,145 casos de tuberculosis en todas sus formas,
cifra 4.6% superior a la de 1991; si la reducciéon observada en 1992 con
respecto a 1991 (15,109 casos) se hubiera mantenido, al afo siguiente el
nimero de casos esperados seria 13,812: es decir que hubo un agravamiento
en la situacion epidemiologica de la tuberculosis debido a diferentes factores,
entre ellos la infeccion por VIH y la desnutricion. En nuestro pais el descenso
en ¢l nimero de casos se puede interpretar como abandono de las actividades
de control. o bien como un subregistro. Actualmente hay en México evidencia
para pensar que existe una baja deteccion de casos de tuberculosis, ya que en
encuesias realizadas por la OMS en diversas partes del mundo a partir de los
anos 50 se estimaba una tasa anual de infeccion tuberculosa para América
Latina de 0.5 a 1.5% De esta manera, una tasa de infeccion de 0.5% estimada
equivaldria a cerca de 500,000 infecciones anuales y a una prevalencia de mas
de 25 millones de infectados en total y con 25 mil casos nuevos de TB de los
cuales solo se registraron el 60%.




Por otro lado, antes del tratamiento antituberculoso, por cada defuncion
atribuida a esta enfermedad se estimaban dos casos nuevos 0 sea una
proporcion de 1:2. Debido al tratamiento actual, oportuno y eficiente, la
relacion mortalidad incidencia se ha modificado alcanzando en los paises
desarrollados cifras de 1:15 y 1:20; en México, las tasas de mortalidad de 6.0 e
incidencia de 16.6 por tuberculosis correspondientes a 1992 representan una
razon de mortalidad-incidencia de 1:2.7 lo que traduce una subestimacion en
el registro. En nuestro pais aun no ha sido determinada bien la influencia que
¢l VIH tiene para con respecto al riesgo de desarrollar tuberculosis si bien se
encuentran las condiciones para que esto ocurra en un buen porcentaje como
son : a) prevalencia de infeccion tuberculosa superior al 30% en la poblacion
de 15 a 44 anos de edad , b) bajas tasas de deteccion y curacion de casos
nuevos de tuberculosis y c) incremento de la multidrogo-resistencia (12).

MICROBIOLOGIA

El orden Actinomycetales comprende a la familia Mycobacteriaceae
con su Unico género Myceobacterium que abarca al bacilo tuberculoso; el
complejo Mycobacterium tuberculosis -CMTb- incluye al Mycobacterium
tuberculosis, M. bovis y otros, Estos microorganismos deben diferenciarse de
muchas otras especies de micobacterias, asociadas con una patogenicidad y
una impertancia clinica variables, que comparten la caracteristica de acido-
alcohol resistencia. Las caracteristicas bacteriologicas y la homologia del
DNA de otras especies de micobacterias -M. microti v M. africanum- tienen
relaciones muy estrechas y corresponden a los otros dos miembros del
complejo M. ruberculosis. En la actualidad M. bovis infecta a poblaciones
seleccionadas vy esta asociada con resistencia uniforme a pirazinamida.

Los seres humanos constituyen el Gnico reservorio de M. ruberculosis.,
este microorganismo se desarrolla lentamente con un tiempo de generacion de
15a 20 h. La formacion de colonias visibles tarda como minimo tres semanas
y por lo general 4-6 semanas en medios estandares. Crece en grupos paralelos
y produce colonias caracteristicas en forma de cordones serpenteantes. En la
primera mitad del siglo XX las micobacterias eran categorizadas por especies
segun su accion patogena en cobayos y se consideraba contaminantes a todas
las micobacterias no tuberculosas; actualmente se demostro lo contrario (9).
Aunque en la practica la tuberculosis se diagnostica mediante frotis-tincion de
esputo y confirmacion por cultivos, el advenimiento de medicamentos eficaces
contra la enfermedad y la identificacion de cepas resistentes a estos farmacos




crearon la necesidad de desarrollar métodos micobacteriologicos mas precisos.
La mavor precision de los estudios bacteriologicos condujo a la identificacion
de aislamientos clinicos de micobacterias que desarrollaban colonias distintas
a las tuberculosas, no son patogenas para cobayos y expresan resistencia a la
isoniacida. Estas micobacterias “atipicas” o no tuberculosas difieren de Mrbh
por ser bacterias de vida libre, no asociadas a transmision interpersonal
significativa y con menor susceptibilidad a firmacos antifimicos. Basado en
caracteristicas de crecimiento y fisicoquimicas, E. Runyon conformo 4 grupos
de micobacterias: fotocromogenas, escotocromogenas, no cromogenas v de
desarrollo rapido. Nuevas técnicas de especiacion han reemplazado este
sistema de clasificacion. MTh se diferencia de otras micobacterias por pruebas
bioquimicas, crecimiento lento con carencia de pigmento, produccion de
niacing, reducciéon de nitrato, produccion de catalasa termosensible y
sensibilidad a isonicida de manera regular. Los frotis tefiidos preparados de
frascos BACTEC revelan la formacion de cordones en serpentina, hallazgo
que tiene una especificidad de 95% para M, tuberculosis. 1.as no tuberculosas
muestran una orientacion aleatoria en la baciloscopia .

Existen diversos métodos alternativos para categorizar a las especies
aisladas en un cultivo, Métodos de hibridacion de acidos nucleicos basados en
el uso de sondas de DNA especificas permiten identificar a M. tuberculosis y a
otras especies de micobacterias como el complejo M. avium-intracellulare, M.
kansasii v M. gordonae; estos métodos requieren varias horas y solamente son
apropiados para microorganismos en cultivos puros. También puede realizarse
la caracterizacion de especies mediante cromatografia liquido-gaseosa (GLC)
asistida por computadora; ésta se realiza en laboratorios de referencia y no se
efectiia de manera ordinaria en unidades médicas.

La aplicacion reciente de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
ha permitido la identificacion precisa de especies; esta técnica permite detectar
hasta 10 microorganismos por ml en muestras clinicas -ventaja comparada con
los 10,000 necesarios para la obtencion de resultados positivos en un frotis-
pero no permite establecer diferencias entre bacterias vivas y muertas.

Las téenicas moleculares de huellas de DNA basadas en polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) se convirtieron en el estandar
de oro para identificar cepas individuales de micobacterias: el método emplea
fragmentos de DNA generados por una endonucleasa de restriccion especifica,
separados por técnicas electroforéticas e identificados mediante una sonda que
hibride hasta llegar a una secuencia de DNA repetitiva, la secuencia de
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insercion 6110, Dado que la localizacion cromosomica de esa secuencia es
muy variable los aislamientos con un patron RFLP muy semejante -aunque no
sea idéntico- pueden considerarse representantes de una misma cepa. Esto
hace posible la realizacion de estudios epidemiolégicos. Un estudio nacional
de comparacion de tres técnicas para la determinacion de especies de
micobacterias: pruebas bioquimicas, cromatografia liquida de alta resolucion y
reaccion en cadena de polimerasa mediante polimorfismo del tamafio de
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) se propuso un algoritmo: Si las
pruebas bioquimicas determinan una bacteria no tuberculosa el aislado sera
analizaco por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC); si la
identificacion no es clara la cepa se analizard mediante PCR-RFLP; si el
agislado atn no denota su pertenencia definida a un patron descrito se
identificard por secuenciacion de ADN (5).

Por décadas, microorganismos tuberculosis—like fueron ocasionalmente
aislados y considerados en su momento contaminantes pasajeros. El desarrollo
de quimioterapia efectiva, los cultivos y las técnicas de biologia molecular han
destacado el papel de esos organismos como causa de enfermedades humanas:
afectan tanto a sujetos inmuno-competentes como a inmuno-comprometidos.
los pacientes con infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
son especialmente vulnerables (8).

Las infecciones por MNTbh muestran cambios crecientes por revisiones
de su importancia médica como en el diagnostico y tratamiento. En un estudio
de 1948 cultivos obtenidos de muestras clinicas a nivel nacional con
diagnostico de tuberculosis, 12.8% correspondié a micobacterias “atipicas™ v
s¢ encontraron cuatro especies potencialmente patogenas por métodos de
biologia molecular, con una mayor frecuencia en especimenes procedentes de
zonas tropicales. Mapa [:(4).




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones causadas por micobacterias han tomado gran
importancia en la actualidad, debido al nimero de casos nuevos, recaidas v
malas respuestas al tratamiento dirigido contra especies principalmente
tuberculosas. Se informa en la literatura mundial de la presencia de sindromes
clinicos, ocasionados por MNTb, que se han aislado en areas geograficas de
los EUA hasta en 78 % de las micobacterias (8), y que producen cuadros
similares a la infeccion por CMTb; que inclusive existen en co-morbilidad con
esta. Esto hace necesaria la realizacion de pruebas especializadas para
diagnostico, especiacion y sensibilidad para las micobacterias con la
pregunta:-;Son realmente los aislamientos reportados como Mycobacterium
sp. en nuestro medio del complejo tuberculosis o son cepas “atipicas™?-

JUSTIFICACION

En estudios previos se ha reportado una frecuencia creciente de drogo-
resistencia en el tratamiento para la tuberculosis, asi mismo se refieren otras
micobacteriosis, como entidades patoégenas en el ser humano. En este proyecto
se analizo la presencia de otras especies de micobacterias no tuberculosas que
pudieran condicionar cuadros “tuberculosis-like™ y participar como causa de
la resistencia o0 no respuesta al tratamiento antifimico. La no determinacion de
especic de manera rutinaria en los hospitales condiciona el inicio del
tratamiento poco especifico con claras desventajas, si la micobacteria no es del
complejo tuberculosis.

La infeccion pulmonar o extrapulmonar por micobacterias es una causa
frecuente de morbi-mortalidad entre los derecho-habientes diagnosticados en
¢l HRG “lgnacio Zaragoza™; el aislamiento de Mycobacterium sp en medio
solido no llega a la identificacion de especie v representa la posibilidad de
MNTh. sobretodo en pacientes con inmunocompromiso. Esto es un riesgo de
fracaso para el tratamiento del paciente.

En el hospital no se cuenta con campana de flujo laminar ni reactivos para
prucbas bioquimicas especificas en la identificacion de especies; la
informacion es deficiente para adecuar la terapia en los casos que no
responden adecuadamente al tratamiento convencional contra complejo
tuberculosis. Esto hizo necesario recurrir a la utilizacion de la biologia
molecular cuyo uso es cada vez mas necesario.




OBJETIVO GENERAL

Identificar la especie de las micobacterias obtenidas de cultivos de muestras
clinicas v determinar la presencia de micobacterias atipicas mediante estudios
de biologia molecular.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conocer la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa—polimorfismo
del tamano de fragmentos de restriceion (PCR-RFLP) para identificar
micobacterias a nivel de especie.

2. Identificar qué otras micobacterias pueden condicionar un cuadro de
tuberculosis-like en la poblacion derechohabiente del ISSSTE, en la zona
oriente del area metropolitana.

HIPOTESIS

Como se trata de una serie de casos no requiere hipotesis,

DISENO DEL ESTUDIO.

Serie de casos, descriptiva, observacional, ambispectiva: revision
retrospectiva de expedientes ¢ identificacion secuencial prospectiva de
especies de micobacterias; Ambilectivo.

CRITERIOS DE INCLUSION:

Especimenes con aislamiento de Mycobacterium sp por cultivo en medio
solido procedentes de pacientes derecho-habientes del ISSSTE de cualquier
edac y sexo.




VARIABLES

En la correlacion de la identificacion de las micobacterias aisladas con los
casos clinicos de los que procedieron se estudiaron las siguientes
variables:

Edad como variable ordinal con los siguientes rangos: 16-26; 27-36; 37-46;
47-56; 57-66; 67-76 en afos cumplidos,

Sexo como variable cualitativa nominal: masculino y femenino.

Comorbilidad como variable cualitativa nominal con tres categorias:
Diabetes, VIH y Otras (Actividad con estrés, desnutricion, etc.).

Especimen como variable nominal con las siguientes categorias:
expectoracion, liquido cefalo-raquideo, liquido pleural, aspirado de médula
oOsea, biopsia de ganglio linfatico y biopsia hepatica,

Tipo de tratamiento como variable nominal que incluyo terapias combinadas
iniciales o re-tratamientos en categorias designadas por el nombre de farmacos
en las combinaciones utilizadas:

HAIN, Rifampicina, Pirazinamida (Rifater) mas Etambutol, o: RIP+E;

Rifater + Etambutol + Estreptomicina, o: RIP+E+S;

Rifater + Etambutol + Claritromicina, o: RIP+E+CI;

Rifater + Etambutol + Ciprofloxacina, o: RIP+E+Cip ;

Rifater + Etambutol + Ofloxacina, o: RIP+E+QO; v

Rifater + Etambutol + Amikacina, o: RIP+E+A;

Respuesta al tratamiento como variable nominal: curacion o falla-deceso.

Micobacterias como variable nominal segiun las especies identificadas:
Tuberculesas y No tuberculosas :kansasii, intracellurare y avium.




METODOLOGIA DE ESTUDIO

Lugar y duracion.

El estudio descrito tuvo un periodo de realizacion de dos afos a partir
de muestras de cultivos puros en medios especificos para micobacterias
obtenidos de muestras clinicas de esputo, liquido pleural, biopsia ganglionar,
LCR y aspirado de médula 6sea, de pacientes atendidos por el servicio de
infectologia del Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza del ISSSTE" y
procesados en el laboratorio de microbiologia del mismo nosocomio, Estas
muestras se sometieron a estudios de Biologia Molecular (PCR-RFLP) en el
Departamerto de Biologia Molecular del Instituto Nacional de Diagnostico y
Referencia Epidemiologicos.

Universo, Unidades de Observacion, Métodos de Muestreo y Tamaiio de
' la Muestra.

El universo del estudio comprende todas las muestras con aislamiento de

Mycobacterium sp. procedentes de especimenes clinicos de pacientes derecho-
‘habientes del ISSSTE — H. Zaragoza.

Muestra: Los casos (especimenes) que se incluyeron en el estudio fueron los
que permitieron aislamiento de especies de micobacterias sp en los 3 ultimos
afios que fueron las (nicas viables para la extraccion de DNA debido a la
conservacion del medio. El calculo de tamano de muestra no procede por ser
una serie de casos consecutivos abierta a la incorporacion de mas casos.

Descripcion del Estudio
Material y Métodos.

Se incluyeron de forma consecutiva todas las muestras de expectoracion,
liquido pleural, AMO, biopsia ganglionar, biopsia hepatica que se recibieron
en el laboratorio central del HRG lgnacio Zaragoza desde agosto de 1999 a
agosto del 2002 y permitieron aislamiento de Mycobacterium sp. en medio de
Lowenstein — Jensen de las cuales no se pudo hacer en su momento la
determinacion de especie debido a la falta de recursos dentro de la Institucion.

+



En todos los casos ademas de los resultados de microbiologia se obtuvo
informacion epidemiologica y clinica (edad, sexo, comorbilidad, diagnosticos
clinicos, evolucion, tipo de tratamiento y respuesta al mismo).

Procesamiento de los especimenes clinicos:

l.os especimenes de pacientes con sospecha de infeccion tuberculosa,
con cultivo positivo en medio de Lowenstein-lensen, examinados
microscopicamente con tincion de Ziehl-Nielsen y guardados en el laboratorio
Central del Hospital Regional Gral. Ignacio Zaragoza fueron posteriormente
llevados al INDRE para identificacion de especie mediante los procedimientos
siguientes:

Aislamiento de acidos nucleicos.

Se coloco una asada de la cepa problema en 500 ul de fenol saturado a
pH de 8.0, bajo una campana de flujo laminar vertical para evitar
contaminzcion; se centrifugd por 10 seg. y se agregaron 600 pl de
amortiguador TE (Tris EDTA) 1X; se agito por vortex durante 20™ y después
se centrifugo a 10,000 rpm durante 5 min. Sin romper la interfase, la lase
acuosa se transfirtd a un tubo de 1.5 ml con 500 pl de una mezcla de
cloroformo y alcohol isoamilico (24:1), seguido de vortex por 10 seg. vy
centrifugacion a 10,000 rpm por 10 min. La fase acuosa se agregd a un tubo
con 65 i de NaCl SM y 450 ul de isopropanol, se precipité por 20 min. a —
20°C y después se centrifugo a 11,000 rpm por 10 min. a 4°C y se decanto; se
agregaron 600 pl de alcohol etilico al 70% y se sometio nuevamente a vortex;
se agregaron 600 pl de alcohol etilico absoluto y posteriormente se colocaron
los tubos con la tapa abierta, en un bloque de calentamiento a 60°C hasta que
el etanol se evaporé completamente. Se disolvié ¢l precipitado en 25ul de
agua inyectable y se cargaron 2 pl de cada muestra en un gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio, para la visualizacion de los acidos nucleicos.

Se incluyeron un total de 101 muestras, de las cuales 78 fueron excluidas
debido a la no obtencion de acidos nucleicos por las malas condiciones en que
se encontraba el medio de cultivo.

Reaccion en cadena de la polimerasa.
E! ADN previamente purificado se resuspendio en 50 ul de agua
inyectable (libre de DNAsas); se tomaron 3 pl y se le agregaron 47ul de una
mezcla de reaccion que contenia: Sul  de Buffer de PCR 10x, 3 pl de



dimetilsulfoxido  (DMSO), lul  de  iniciador th 11l (5°-
ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3"), 1ul de iniciador th 12 (5°-
CTTGTCGAACCGACTACCCT-3"), 10 pl de dNTP’s, (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), 30ul de agua destilada y 0.3 ul de Tag DNA polimerasa, llevandose a
un volumen final de 50 pl en cada reaccion. El contenido de cada tubo se
mezelo por Vortex y se sometio a una temperatura de 94°C por 1 minuto y 40
ciclos bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion a 94°C por 15
segundos, alineamiento de los iniciadores a 60°C por 30 segundos y extension
& 72°C por 30 segundos. Después del ciclo final, la reaccién fue terminada
manteniendo una temperatura de 72°C por 7 minutos. Los fragmentos
amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa a una
concentracion de 2% durante 30 minutos y 120 volts. El gel se tifié con
Bromuro de Etidio y se analizé con luz UV en un transiluminador. Se
corrieron controles positivos y negativos junto con las muestras,

Digestién de los productos de PCR con endonucleasas de restriccion.

Los productos de PCR utilizando los oligonucleotidos Th 11 y Th 12 se
sometieron a reacciones de digestion con las enzimas Bst E Il y Hae 1l
haciendo una mezcla en cada tubo con 12ul de agua, 1l de enzima, 2ul de
Bufter v 5ul del DNA problema haciendo una alicuota total para cada tubo de
15ul posteriormente se hizo el corrido electroforético empleando un gel de
poliacrilamida al 1% en un tiempo aproximado de 45 minutos y 120 volts,
Posteriormente se extrajo el gel para ser tefiido con Bromuro de etidio y
analizado con luz UV y mediante un sistema computarizado impreso en papel
fotografico. El resultado fue comparado con estandares de peso molecular ya
establecidos para identificacion de las especies. Las bandas no se observan
idénticas a los estandares debido a que el gel empleado fue de poliacrilamida
pero expresan el patron requerido para la identificacion. (Fig. 9)

Anilisis estadistico
La estadistica fue descriptiva para cdlculo de proporciones y porcentajes.

Se utilizd el sistema estadistico computarizado de SPSS 11. También se utilizo
métodos computarizados para la tabulacion y graficacion de los datos.



RESULTADOS.

De 101 especimenes en los que hubo aislamiento de Mycobacterium sp.
en medio especifico se excluyeron 78 debido a las condiciones subdptimas
del cultivo que no permitieron extraer DNA: quedaron 23 muestras atiles.

En la correlacion de especies bacterianas con datos del expediente
clinico: 21 muestras pertenecian a pacientes del sexo masculino (91.3%)v 2 a
pacientes del sexo femenino (8.69%) [Fig. 1]. Las edades de los casos por los
rangos establecidos se distribuyeron de la siguiente manera: 2 pacientes de 16
a 26 afos; 5 de 27 a 36 anos; 7 de 37 a 46 afos; 4 de 47 a 56,2 de 57 a 66 v 3
de 67 a 76 anos [Fig. 3].

De los 23 especimenes en los que fue posible extraer DNA: 7 se
obtuvieron de mielocultivos (30.4%). 6 de ganglio linfatico (26.08%), 4 de
expectoracion (17.39%), 3 de liquido pleural (13.04%), 2 de biopsia de higado
(8.69%) y uno de [L.CR (4.34%) [Fig. 4 v 5].

De los 23 casos 17 correspondieron a pacientes que respondieron a
tratamiente (73.9%) y 6 (26.08%) correspondieron a pacientes que fallecieron
tomandose este parametro como falla terapéutica. [Fig. 8].

De los 17 casos con éxito terapéutico 14 (82.35%) correspondieron a
especies del complejo tuberculosis, 1 (5.8%) a M. intracellulare v 2 (11.76%)
a M. avium: estos 2 ltimos con terapia apropiada elegida sobre bases clinicas.
De 6 decesos tomados como falla terapéutica uno se debié a M. tuberculosis,
otro a M. kansasii 'y 4 a M. avium -pese al manejo electivo en un caso-. En
total fueron 15 aislamientos identificados como M. ruberculosis, 6 M. avium,
un M. intracellullare y otro M. kansasii. . [Fig. 9].

Del total de casos de MTb 14 (93.3%) respondieron al tratamiento v |
deceso (6.66%) se atribuyo a falla terapéutica. Del total de MNTb 3 casos
(37.5%) respondieron al manejo y 5 decesos (62.5%) representaron su falla.

Trece casos (56.52%): 11 por MTb y dos por MNTb -M. kansasii e
intracellullare- recibieron la combinacion antifimica RIP+E con un deceso
por MTb y otro por M. kansasii. Un paciente con MTh y otro con MNTb -M.




avium- recibieron RIP+E+Cip (8.69%): el paciente con M. avium fallecid. Un
caso (4.34%) con M. avium recibio RIP+E+Q pero fallecio. Tres pacientes con
MTb (13.04%) recibieron RIP+E+S con buena evolucion. Uno con M. avium
(4.34%) recibio RIP+E+A sin éxito (fallecio). Tres sujetos (13.04%) con M.
avium fueron tratados con RIP+E+CI y se registro un deceso, [Fig 10y 11].

De los 23 especimenes, 17 (73.91%) correspondieron a pacientes con
infeccion por VIH de los cuoales doce (52 %) tenian cifras menores de 200
linfocitos T CD4+/mm’; tres especimenes (13.04%) fueron de pacientes con
diabetes mellitus y otros 3 (13.04.%) de casos con otras comorbilidades
(actividad con esirés, desnutricion, etc.). [Fig 12].

Por especie: en 10 especimenes (58.82%) de los 17 pacientes con VIH
se identifico complejo tuberculosis: en 6 especimenes (35.29%) M. avium y en
uno (5.88%) M. intracellulare |Fig. 8]. En tanto que en los pacientes con
diabetes mellitus 2 casos fueron del CMTb (66.67%) y uno (33.33%) se debié
‘aM kansasii [Fig. 9]. De los especimenes de sujetos con otras comorbilidades
fue el estrés el factor condicionante de inmunocompromiso mas relevante
(13.04 %) y la especie aislada fue M. tuberculosis en los 3 casos [Fig. 13).

DISCUSION.

Nuestros resultados mostraron que la identificacion de la especie de las
micobacterias por métodos de biologia molecular, aplicados ¢n especimenes
clinicos, nos permitieron demostrar una alta proporcion de micobacterias no
tuberculosas; a pesar de que la muestra no fue representativa para inferir la
prevalencia de estas micobacterias es ilustrativa de de su frecuencia, aunque
serd necesario incrementar el nimero de casos para tener un mejor panorama

epidemiologico,

La mayoria de los casos de nuestro estudio fueron de sexo masculino ¥
‘estaban en los rangos de edad mas productivos (27-56 afos), o en las etapas
reproductivas de su vida: esto refleja la importancia de estas micobacteriosis
cuyo incremento de incidencia y/o prevalencia estd correlacionado con la
epidemiologia de la infeccion por VIH/SIDA, entre otras comorbilidades que
afectan otros rangos de edad.

Atenidos a reportes y diversas comunicaciones verbales, todos los casos
se manejaron con tratamiento antifimico por sus manifestaciones clinicas o al




‘momento de la identificacion del género. Los ajustes o cambios de manejo se
‘basaron en criterios paraclinicos y en la magnitud del inmunocompromiso
‘especifico (linfocitos totales y/o T-CD4 + en la infeccion por VIH) en sujetos
n que no se observo respuesta a tratamiento ante planteamiento de resistencia
{uberculosa y después sospecha de micobacleriosis “atipicas™. Una vez hecha
Ja determinacién de especie se confirmé el diagnostico de M. avium en 3
enfermos con SIDA avanzado. La respuesta a tratamiento antifimico reforzado
‘en pacientes con infeccion demostrada por Mtb alcanzo optimos porcentajes
‘de curacion, dato que no difiere de lo esperado en esta entidad y lo cual
aunque es muy ilustrativo carece de representatividad para avalar o cuestionar
las pautas de este tratamiento.

Los dos sobrevivientes a infecciones por M avium respondieron al
ajuste de su tratamiento mediante la indicacion de Claritromicina, ante la falla
comin a estas micobacterias sometidas a la terapia antifimica.

CONCLUSIONES

Las micobacterias no tuberculosas conforman proporciones importantes
~de frecuencia entre pacientes con inmunocompromiso, sobretodo relacionado
a etapas avanzadas de SIDA. Nuestro estudio mostré un nimero considerable
de “micobacteriosis atipicas™; no obstante los porcentajes encontrados no
pueden ser extrapolados a nuestra realidad hospitalaria y menos a otros
‘contextos nacionales, pero constituyen una pauta que debe tenerse en cuenta al
plantear diagnodsticos y proponer tratamientos en circunstancias similares. El
estudio nos hace reflexionar sobre la necesidad de ajustar oportunamente un
tralamiento contra micobacterias, especialmente entre los pacientes con
infeccion por VIH en estadios avanzados que no responden a la terapia
antifimica en cuyo caso habrd que pensar en micobacteriosis “atipica” tanto
como en drogo-resistencia. El estudio tiene un alto valor etico al proponer
modalidades para el mejor abordaje y atencion de los derechohabientes.




Micobacterias atipicas en la Republica Mexicana
Distribucidn de especies

MM, fortuium
AM, chelone
&M, kansasi
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M. phiet
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MAPA |




Luz Beteta Francisco

Gonzalez Yanez Martin
Arevalo Jusrez Migue!
Hernandez Oviedo Juana
MNabté Pademilla José
Martinez Rios José Luis
Osormo Medina Juan Carlos
Garcia Feliciano David

Pérez Pérez Moisés

Martinez Maldonado Angel
Betancourt Escalante Erwing
Luna Reyes Guadalupe

Vega Duarte Pedro

Olvera Reyes Manuel

Gonzalez Romero Daniel
Benitez Martinez Jorge

Juarez Espinoza Salvador
Juarez Miramontes Carlos

Rulz Cambrdn Ismae! Guillermo
Rodriguez Chavira Ricardo

De ia cruz Moreno Ricardo
Fermandez Torres Abraham

Venegas Duran Juan

iZ4
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|289
1291
1284
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1257
1297
1213
1295
1216
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1224
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IZ15
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100
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33 Masculino
49 Masculino
38 Masculino
58 Femenino
49 Masculing
32 Masculino
37 Masculino
25 Masculino
B84 Masculino
52 Masculino
30 Masculino
75 femenino
72 Masculino
48 Masculine
40 Masculino
33 Masculino
38 Masculino
39 Masculino
41 Masculino
26 Masculing
16 Masculino
52 Masculino
87 Masculino

Th Disminada VIH
Th Pulmonar ViH
Th Diseminada VIH

Tb Pulmonar DM

Tb Diseminada VIH
Tb Diseminada VIH
Tb Ganglionar VIH
Tk Diseminada VIH
Tb Ganglionar ViH
Th Pulmonar  VIH
Tb Ganglionar VIH

Tb Pulmonar DM,
Th Pleural DM

Tob Diseminada VIH
Tb Ganglionar VIH
Tb Diserminada VIH
Tb Diseminada VIH
Th Diserninada VIH
Tb Diseminada VIH
Tb Ganglionar VIH
Tb Pleural

Tb Ganglionar

Tb Pleural

1vez Mislocultive
ivez Expectoracion
ivez LCR

ivez Expectoracién
1 vez Mielocuitivo
Tvez Mielocultivo
ivez GanglioL
ivez B hepatica
ivez GanglioL
ivez Expectoracion
ivez Ganglio L
ivez Expectoracion
ivez L.derramep
vez Mielocultivo
1 vez GanglioL

1 vez Mielocuitiveo
1vez Mielocultivo
1vez B.hepéatica
ivez Mielocultivo
1vez Ganglio L.
ivez L derrame p.
1 vez Ganglio L

1 vez L derrame p.

m. HHE- A “_'. g .I.__..

Curacidn Rif+Eta M. Tuberculosis
Curacidon Rif+Eta+Ofloxa M. Avium

Curacitn Rif+Eta M. Tuberculosis
Defuncién Rif+Eta M. Tuberculosis

Curacion  Rif+Eta+Claritro M. avium
Curacion Rif+Eta M Tuberculosis
Defuncion Rif+Eta+Claritro M. Avium

Curacion Rif+Ela M Tuberculosis
Curacién  Rif +Eta M.Tuberculosis
Curacidn Rif+Eta+Cipro. M Tuberculosis
Defuncién Rif+Eta M. Kansass|
Curacién Rif+Eta M Tuberculosis
Curaclén RIf+Eta M Tuberculosis
Curacién Rif+Eta M Tuberculosis
Defuncién Rif+Eta+Clantro M.avium
Curacion Rif+Elta+estrepto M Tuberculosis
Curacién  Rif+Eta M Tuberculosis

Defuncién Rif+Eta+Claritro M.avium

Curacion Rif+Eta+Cipra M Intracellulare
curacién Rif+Eta+Estreptc M. Tuberculosis
Curacién  Rif+Eta M Tuberculosis
Curacion Rif+Ela+Estreptc M Tuberculosis
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Fig. A Extraccion de DNA de micobactenas con fenol
Muestras de 3-43
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Fig D Resultado electroforético de PCR
Muestras 3 - I8




Fiz. E Resultado electroforético de PCR. Muestray
de |9 -43



FIG F Resultado Electrotoretico de PCR
Muestras 42 - 6]



Fig G Resultado Electroforetico de PCR
Muestras 86 - 99




Fig. H Resultado Electroforetico de Digestion
Enzmiatca

R RS




Fig. | Resultado Electroforetico de Digestion enzimatica
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