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ABREVIATURAS 

DNA Acido desoxirubonuelcico 
Amika Amikacina 
Cipro Ciprofloxacino 
Clari lro Claritromicina 
CMTb Complejo micobat,;tcrium tuberculosis 
DAn> DNA adcnosín trifosfuto. 
DTfP DNA timid in trifosfato. 
DCTP DNA citocin lrilosfato. 
DGTP DNA guanid in tri fosfato. 
DMSO Dimetilsulfoxi do 
EDTA Acido elilcndiaminotetraacético 
Estrepto Estreptomicina 

El' ctambutol 
Ganglio L. Ganglio Linfático 
HAIN Isoniacida 
HPLL Cromatografia Liquida de aita rc~olución 
Lderramc p. Líquido de derrame pleural 
M Micobacterium 

"L Microl itros 
Mlb A1ycobacterium tuberculosis 
NaCI Cloruro de sodio 
Ofloxa Ofloxacino 
OMS Organizac ión Mundial de la Salud 
PCR Reacción en cadena de la Polimerasa 
Rif Rifater 
RFLP Polimorfi~mo del tamaño de Fragmentos de 

Restricción 
SlDA Sindrome de Inmunodclicicncia Adquirida 
TRIS Hidroximeti l aminomctano hidrocloride 
STM Estreptomicina 
Tb Tuberculosis 
TBMDR Tuberculosis muhidrogo resistente 
UV lJllravioleta 
VIH Virus de inmunodcftcicncia IltImana 
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SUMMARY. 

Tuberculosis inlects 1.7 \housands 01 rTlIlhon people all over In \he world, 
thlt 19 Orle third of the world-Wlde population, and causes throo mlllion deceases 
per year, the moSI representative number lor an Isolated mlectJous dlsease. 
Essentia! lactors that allow a lasl propagatlon of Mycobactenum tuberculOSIs 
(MTb), are crowding and peopIe with SOI'M klnd 01 acqulred invnunocomprOfTUse 
In addtb::m to MTb olher nontuberaJlosls mycobactenas exist that appear mas! 
ffequenl:y, malnly In pallenls Wt\h speafc ImmunocomprolTllse Many 01 !hese 
mycobaclena do nol respond 10 the anbfimic therapeubcs 

In a effort lo nTlprove the quahty 01 altentJon to pubhc health pabents and as 
In our means It IS not posslble to make the determinaban 01 sp&eles regulany, il 
was necessary lo delermine 11 by noncon ... entional means 01 molecular biology: we 
used a relabvely new method - no! yet implemenleo in our wellare medical unils
!hal conSISt 01 eKlracllon and ampllfication of ONA by PCR and enzymatlc digestion 
by lragments 01 reslnclton RFLP In thls sludy 101 samples Wlth Isolaban of 
Mycobactenum sp W9re analyzed In the Lowensleln culture_ Due lo lhe nonoplllnal 
condlllOns In culture means, 23 slocks .....ere only viable fof \:he oblainmg 01 ONA. 
Fllteen 01 \hese (6521%) COfresponded 10 Mycobactenum tuberculosIs and 8 
(34 78%) lo nontuberculOSls mycobaclenas 21 samples were fforn male patients 
(91.3%) and 2 (8.69%) lemale: in 17 (73.91%) there was comofbidlty wilh HIV -12 
wilh Iymphocytes TCD4+ smaller lo 250 cellslmm3 - 10 (5882%) had MTb, 6 
(35 29%) M aVlum and one M intracellullare: _ In three with diabetes mellilus 
(1304%) were Idenbfied 2 MTb and a M kansasll . olher 3 Wtth ano!her type 01 
comortJidllles W9re infected by MTb. We ObseNed thal there was an unexpected 
hlgh proportlon 01 nonluberculoSlS mycobaclenas, mamly aSSQCIated to In!ecuon 
Wltn VIH Wlth low TC04 counts Iymphocytes, neverthetess the complex 
tuberculosis, sllll predominant 

The idenbfication 01 species 01 mycobactena would be excellenl In lhe 
climcal evolution subset of palien!s Slnce il wauld improve elecbon 01 the medlcal 
treatmer"'ll and Ihe answer lo Ihe same one, wllh improvement in mortahty Thus, 
con\lnui!y musl be importanl to search laster and efficient diagnOSIS methods fer 
thls dlsease. 
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RESUMEN. 

La tuberculosis infecta 1.7 miles de millones de perronas en todo el 
mundo, es decir una tereera parte de la población mundial. y provoca tres 
millones de muertes por ai\o, la cifro. mas representativa para untl enfcnnedad 
infe'(;ciosa aislada. Los dos factores e~cncialcs que permiten una propagacibn 
rápida de MTh, son el hacinamiento y la poblaciÓn que presenta algún tipo de 
inmunocompromiso adquirido. Ademas de M)'cobacterium tuberculosis 
existen otras micobacterias no tuberculosas que se presentan con mayor 
frecuencia principalmente en paeiellles con inmunocompromiso especifico. 
Mochas de estas mico bacterias no responden al tratamiento antifimico. 

En un csfucrLo paro mejorar la calidad de atención al derechohabiente 
y como en nuestro medio no es posible reali7.ar regularmente la determinación 
de especie fu.; necesario determinarla por medios no convencionales de 
biología molecular; empleamos un método relativamente nucvo -aún 110 

implementado en nllí.'Stras unidades médiCas asistenciales- que consiste en 
extr.lcci6n y amplificación de DNA por PCR y digestión enzim:hica por 
fiagmemos de restricción (RFLP). bn este estudio se analizaron lO! mueSlras 
con aislamiento de !I(I'('oh{/('leri/¡m .~p en medio de Lowenstein. Debido a las 
condiciones no óptimas en el medio de cultivo. sólo tlleron viables para la 
obtención de DNA :!J cepas. Quince dc éstas (65.21%) correspondieron a 
Mycobacterium Illber.ultms y 8 (34.78'10) a mieobacterias no tuberculosas. En 
su correlación clínica 21 mucstros procedieron de paciemes de sexo masculino 
(91.3%) y 2 (8.69%) de casO!; de sexo femenino; en 17 (73.91%) hubo 
comorbilidad con Viii -12 con linfocitos TCD-I+ menores a 250 células/mm '-: 
lO (58.82%) IUvicron MTh, 6 (35.29%) M ovil/m y uno M intracel/lll1ore: en 
tres con dk\(let~'S mcllitus (13.04~-¡') se tipijicaron 2 MTb Y un M. kall.fasii: los 
3 restantes con 01n¡ tipo dc comorbilidades fueron tuberculosos. 

Por lo anterior observamos que bubo una proporción inesperada de 
micobacterias no tuberculosas, principalml'nte asociada a infección por VIII 
con bajas cifras de linfocitos TCD4+; sin embargo éstas no dcsplu/.aron a 
especies del complejO tuberculosis. aún predominame. L'l identificación dc 
especie de micobacterias resultaría relevante en la evolución clínica de los 
pacicmes ya que mejoraria la elección del tratamicmo farmacológico y la 
respuesta al mismo con repercusión en la mortalidad de estas infecciones. Asi 
debe darse continuidad a esta tarea y/o a la biIsqueda de metodos más rápidos 
yeficientes de diagnóstico para este (ipo de entidades. 
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INTRODUCCiÓN. 

Lll tuberculosis -TB-. designada también como tisis o peste blanca. es 
una inFección. a menudo persistente. causada por especies de bacteria~ del 
complejo Mycohacterium tuberculosis -CMTIr (en particular M. ruherclIlo!iis 
-M1b- y M hovi.I): suele atectar cualquier órgano del cuerpo, comÍlnmente los 
pulmones, y por histopatologia la caracterizan los granulomas mbereulosos. 

Existen evidencias prc-históricas de TB espinal en restos humanos del 
período neotitico al igual que en momias egipcias y precolombinas. Sin 
embargo, esta infección se convirtió en un problema severo cuando el 
hacinamiento -rur'.!l y urbano- asociado a las malas condiciones de vida y 
alimentación, durante las épocas pre-industrial e industrial comportaron 
circunstancias epidemiológicas que tilVorecieron su propagación en las 
poblacionl's y su agmvamiento en cada sujelO. En los siglos XVI I y XVII I. la 
TB causó una cuarta parte de la~ muertes de adultos ocurridas en Europa. 
(http :www.slate.nj.uslhealtlllcdJtbhstry.htm ). 

--- Panorama epidemiológico mundial--

La era moderffil de la entidlld inició en 1946, al demostrarse d beneficio 
de la Estreptomicina -STM-; en 1952 se obtuvo la lsoniacida -IIAlN-, fánnaco 
más et:caz que hizo curable a esta enternledad en la mayoría de los casos. En 
1970, se descubrió que la rifampicina -RFM- era al menos lan efectiva como 
la isoniacida. La terapia exitosa redujo la prevalencia de la 1'13 y estimuló la 
promución de programas para su erradicación. 

Sin embargo. actualmente este objetivo se ha tomado imposible debido 
a circunstanóas inesperadas. En 1985, en los Estados Unidos, la frecuencia de 
casos de tuberculosis aumentó por primer.! ve? en más de dos décadas y desde 
entonces se han observado indices crecientes, atribuibles en gran proporción al 
desarrollo de tubcn:ulosis en sujetos afectados por virus de inmunodeficiencia 
humana (VIl-l) y a tmnsmisión de MTb desde e~tos pacientes a otras personas 
de la comunidad. La frecuente interrelación de tacto!\..'S como el uso de drogas 
ilegales. el desempleo, la carencia de vivienda digna y la infección por el VIl! 
predispone a la reactivación de focos de infccción remota y a la adquisición o 
propagación epidémica de nuevos casos de enfernledad, motivados por I¡¡ no 
adherencia de estos individuos al tratamiento prescrito, así como al desarrollo 
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y diseminación de cepa.'> resistentes a drogas antifimicas de primera línea: se 
ha definido como "multidrogo-resistencia" a la resistencia a IIAIN y R ¡·M. los 
medicamentos fundamentalcs de la terapia antitubcn;ulosa (7), En la población 
citada ha surgido la tuben;u[osis resistente a múltiples fármacos ·TBMDR- y 
se ha propagado a otros sujetos, sobre todo a personal del área de la salud. Así. 
muchos programas terapéuticos. exitosos previamente, resultaron deficientes a 
causa M la resistcncia medicamentosa y a la falta de apego al trJtamiento (8). 

Actualmente la TB afecta a 1.700 millones de personas en el mundo. es 
decir una len;era rane de toda su población y pro\-oca 3 millones de decesos 
cada ai\). la.~ mayores cifras para una infección aislada. Las poblaciones más 
afectadas son la~ más depaupcntdas del planeta. condiciones que se agravan en 
fomla recíproca y resaltan la relevancia de los estudios que indagan sobre esta 
situaciún y sobre su mejor abordaje clínico y epidemiológico. 

-.I;pidemiologia de la tuberculosis en Mcxico---

Fn el decenio de 1984-1993. el numero de casos notificados de TB en la 
Rcpúblca Mexicana se mantuvo estable. con ligeras variaciones anuales en 
incremento o decremento en cuanto a lu !;Isa de incidencia. mientras que la 
monaliJad mostró un descenso conSlante. lento y poco significalivo. 

En 1993 se notificaron 15,145 casos de tuberculosis en todas sus fonnas. 
cifra 46% superior ti la de 1991: si la reducción observada en 1992 con 
respt.'Cto a 1991 (15,109 casos) se hubiera mantenido. al ano siguiente el 
número de casos esperados sería 13.812: es decir que hubo un agr.lvamiento 
en la situación cpidemiológica de la tuberculosis debido a diferentes faclOres, 
entre ellos la infección por VIII y la desnutrición. En nuestro país el descenso 
en el numero de casos se puede interpretar como abandono de las actividades 
de control. o bien como un subregislro. Actualmente hay en México evidencia 
pllr".1 pensar que existe una baja detL'Cción de casos de tuberculosis. )'a que en 
encucs:as reali'l.adas por la OMS en diversas panes del mundo a partir de los 
anos 50 se estimuha una tasa anual de infección tuberculosa para America 
Latina de 0.5 a 1.5% De esta mancra. una tasa de infección de 0.5% estimada 
equiva'dría a cerca de 500.000 infecciones anuales y a una prevalencia de más 
de 25 millones de infectados en total y con 25 mil casos nuevos de TB de los 
cuales solo se registr"Jmn el 60''10. 
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Por otro lado, ante.~ del trotamiento antituberculoso. por cada defunción 
atribuida a esta enfcnncdad se estimaban dos casos nucvos o sea una 
proporeión de 1:2. Debido al tratamiento actual, oportuno y elicientc. la 
relación mortalidad incidencia se ha modificado alcanzando en los países 
desarrollades cifras de 1: 1 S Y 1 :20; en México. las tasas de mortalidad de 6.0 e 
irridencia ~e 16.6 por tuberculosis correspondientes a 1992 representan ulla 
razón de mortalidad-incidencia de 1:2.7 lo que traduce una subestimación en 
el registro. En nuestro palS aún no ha sido detenninada bien la influencia que 
el VIH tiene pam con respecto al riesgo de desarrollar tuberculosis !':i bien se 
encuentron las condiciones pam que esto ocurrJ en un bucn porcentaje como 
son: a) prevalencia de infección tuberculosa superior al 30% en la población 
de 15 a 44 aOOs de t'Úad . b) bajas tasas de dctL"Cción y curación de casos 
nuevos de l1 .. bcrculosis y c) incremento de la multidrogo-resislcncia (12). 

MICROBlOLOGIA 

El orden Actinomycetales comprende a la familia Mycobacteriaceae 
con su imico género Mycobuclerium que abarca al bacilo tuberculoso; el 
complejo Mycobaclerium tuberculosis -CM'{b- incluye al Mycobacterium 
tu.berculosis. M b(J\'is y otros. Estos microorganismos deben diferenciarse de 
mochas otras especies de mico bacterias. asociadas con una patogenicidad } 
una importancia clínica variables. que eompanen la carocteristica de ácido
alcohol resi,tencia. Las caracteristicas bacteriológicas y la homología del 
ONA dc otras especics de micobacterias -M mlcroti)' Al. a(ricanum- tienen 
re laciones muy estrechas y corresponden a los otros dos miembros del 
complejo M whercllfosis. En la l1ctualidad ,l,f hm'is infecta a pohlaciones 
seleccionadas y esta asociada con resistencia uniforme a pirazinamida. 

Los seres hunmnos constituyen el (mico reservorio de M mberC/llosis. 
este microorganismo se desarrolla lentamente con un tiempo de generación de 
15 a 20 h. La formllción de colonins visibles tarda como mínimo tres semanas 
'1 por lo genl'ral 4-6 semanas en medios estándares. Cn:ec en grupos par"'Jlelos 
y produce colonias camcterísticas en forma de cordones serpenteantes. En la 
primera mitad del siglo XX las micobacterias eran categorizadas por es]X!Cics 
según su acción patógena en cobayos y se consideraba contaminantes a todas 
las micobaclCrias no tuberculosas: actualmente se demostró lo contrario (9). 
Aunque en la práctica la tuberculosis se diagnóstica mediante fr\ltis-tinción de 
esputo y confirmación por cultivos, el advenimiento de medicamentos eficaces 
contra la enfermedad y la identificación de cepas resistentes a estos mnnacos 
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crearon la necesidad de desarrollar métodos micobactcriológicos mas precisos. 
La may!lr precisión de los estudios bacteriológicos condujo o la idcnlilicación 
de aislamientos clínicos dc micobactcrias que desarrollaban colonias distintas 
a las tuberculosas, no son patógenas para cobayos y expresan resistencia ti la 
isoniacida. Estas micob¡¡cterias "atípicas" () no tuberculosos dineren de Mtb 
por ser hacterias de vida lihre, no asociadas a transmisión intcrpcrsonal 
significativa y con menor susceptibilidad (1 ránnaws antifimicos. l3asadu en 
características de crecimiento y fisicO<jUlmicas, E. Runyon conformó 4 grupos 
de micobacterias: rotocromógenas, eseotocromógenas, no cromógenas ':1 de 
desarro,lo rápido. Nuevas tcrnicas de espc<:ioóón han reemplazado este 
sistema de clasificaciórt MTh se direrencia de otras micobacterias por pruebas 
bioquímicas, crecimiento lento con carencia de pigmento. producción de 
niadn;¡. reducción de nitmto. producción de cat;¡lasa termosensible y 
sensibilidad a isonicida dc manera regular. Los rrotis teñidos prcp;¡rados de 
froscos I3ACI Fe revelan la fonnación de cordones en serpentina, h;¡llaLgo 
que tiene una esfX."Cificidad de 95% para M tuberculosis. I.as no tuberculosas 
muestran una orientación aleatoria en la baciloscopía. 

Existen di'Versos métodos altcrnativos para categori7.ar a las cspccile"S 
aisladas en un cultivo. Métodos de hibridadón de ácidos nucleicos basados en 
d uso oe sondas de DNA especificas permiten identiJicar a M. IIIMrclIlosi.\· y a 
Olras especies de miellbacterias como el complejo M. arilll/l-inlrucelllllure.H 
kanSll.f!i y M_ }.!ordonoe: estos métodos requieren varias horas y solamente son 
apropiados para microorganismos en cultivos puros. También puede rea1i~ 
lil cilractcrización de especies mediante cronl<ltografia Iiquido-gast.'OSa (file) 
asistida por computadora: ésta se rCilli/.a en laboratorios de referencia y no se 
efectú,'! de manera ordinaria en unidadcs médicas. 

La aplicación reciente de la reacción en cadena de la polimcrasa (PCR) 
ha permitido la identilicación pn.'Cisa de especies: esta técnica permite delectar 
hasta 10 microorganismos por mi en muestras clínicas -vcntaja comparnda con 
los 10.000 neccsarios para la obtención de resultados positivos en un frotis
pero no pennite establecer diferencias entre bacterias vivas) muertas. 

Las técnicas moll"Culare~ de huellas dc UNA basadas en polimorfismos 
de longitud de fragmentos de rcslricci{¡n (RFlP) se convinieron en el estándar 
de oro pam identificar cepas individlUlle~ de micobacterias: el método emplea 
fragmentos de DNA generados por una endonucleasa ue restricción especifica, 
~par.1I10s por tcrnicas e1e<:troforeticas e identilicados mediante UIl<I sonda que 
hibrida hast:l llegar a una secucncia de DNA repetitiva. la se<:ueocia de 

• 



inserció:t 6110. Dado que la localización cromosómica de esa scclJeocia es 
muy variable lo~ aislamientos con un patrón RI'LP muy semejante -aunque no 
sea idéntico- pueden considerarse representantes de una misma cepa. Esto 
hace posible In realización de estudios epidemiológicos. Un estudio nacional 
de comparación de tres técnicas para la determinación de especies de 
micoba(\cria.~: pruebas bioquímicas. cromatografía liquida de alla resolución y 
reacción en cadena de polimcrasa mediante polimorfismo del tamaño de 
liagmcrtos de restricción (PCR-RFLP) se propuso un algoritmo: Si las 
pruebas bioquímicas detcnninan una bactcria no tuberculosa el aislado será 
w\alizaoo por cromatografia líquida de aha resolución (lI PLC): si 111 
identificación no es clam la cepa se anali/..ará mediante PCR-RFLP; si el 
aislado aun no denota su pertem.:ncia definida a un patron descrito se 
idemilicar'd por secuenciación de ADN (5). 

Por decadas, microorganismos tuberculosis-like fueron ocasionalmente 
aislado~ y consideraoos en su momento contaminantes pasajeros. El desarrollo 
de quimiotel""J.pia efecliva. los cultivos y las técnicas de biologia molecular han 
destacado el papel de esos organismos como causa de enfermcdades humanas: 
afectan tanto a sujetos inmuno-competentes como a inmuno-compromctidos. 
Lo~ pacientes con infección por el virus de inmunodeficiencia humana (VIII) 
son esp~cialmente yulnerables (8). 

Las infl-cciones por MNlb muestran cambios cn.-cientes por revisiones 
de su importancia mMiea como en el diagnóstico y tratamiento. En un estudio 
de 1948 cultivos obtenidos de muestras clínicas a nivel f\acional con 
diagnóstico de tuberculosis. 12.8% correspondió a micnbactcrias "atípicas" )' 
se encontraron cuatro especies potencialmente patógenas por mctodos de 
biologb mok.-cular, con una mayor frecuencia en cspecímcncs procedentes oc 
zonas l'Qpicales. Mapa 1:(4). 
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PLANT EAMI ENTO UEL I'ROBL EM A 

Las inrecciones causadas por micobactcrias han tomado gron 
imponancia en la aClLlalidad. debido al numero de casos nucvos, rL-caidas y 
malas respuestas al tratamiento dirigido contra especies principalmente 
tuberculosas. Se inronna en la litemtur,¡ mundial de la prcscocia de síndromes 
clínicos. ocasiunados por MNTb. que se han aislado en areas gcográfiea.~ de 
los EtJ.\ hasta en 78 % de las mieobtlcterias (8). y que produccn cuadros 
simi lares a fa in fección por CMTb: quc inclusive existen en cu-morbilidad con 
esta. !-sto hace necesaria la realización de pruebas espeeiali;o;adas para 
diagnostico. cspcciación y sensibilidad para las micobacterias con la 
pregunta:-¿Son realmente los aislamientos reponados como A/ycoooclerium 
sp. en nuestro mt-dio del complejo tuberculosis o son cepas ""atipicas"?-

.IUSTIF'ICACION 

rn estudios previos se ha reponado una frecuencia creciente de drogo· 
rcsbtencia en el tratamiento para fa tuberculosis, así mismo se refieren otms 
micobacteriosis, como entidades patógenas en el ser humano. En este proyecto 
se an.1lizó la presencia de otms especies de micobactcrias no l ubercul()~as que 
pudicnm condicionar cuadros "tuberculosis·likc" y panicipar como causa de 
la resiscencia o no respuesta al tratamiento antif¡mico. I.a no determinación de 
espt.-cic de manera rulinaria en los hospitales condiciona el inicio del 
tr'Jtamknto pcxo cSJX-cifico con claras deswntajas. si la micobactt'ria no es del 
complejo tubereulosis. 

La infecciún pulmonar o extrapulmonar por micobacterias es una causa 
rrecuertc dc morbi-murtalidad entre los derecho-habientes diagnosticados cn 
el IIRO "Ignacio Zaragoza"; el aislamiento de Alycobllclerium sr en medio 
sólido no llega a la identi ticación de especie y representa la posibilidad de 
MNTb. sobretodo cn pacientes con inmunocompromiso. Esto es un riesgo de 
fracaso para el tratamiento del paciente. 

En el hospital no se cuenta con campana de Dujo laminar ni reactivos paro! 
prucba~ bioquímicas especificas en la identiticación de especies; la 
inrormación es deficiente para adecuar la terJpia en tos casos que no 
responden adecuadamente al tratamiento convencional contra complejo 
tuberculosis. bto hiLO necesario recurrir a la utilización de la biologia 
molecular cu~o uso es cada vez más ncceS<l(iu. • 



, 

OBJETIVO GENERAL 

Identifiur la especie de las micobacterias obtenidas de cuhivos de muestras 
clínicas y determinar la presencia de micobacterias atípicas mediante e:.tudios 
de biología molecular. 

OIl.IETIVOS PARTICULARES 

1. Conocer la técnica de reacción en cadena de la polimcr'd..<>a-polimorfismo 
del tamaño dc fragmentos de restricción (I'CR-RFLP) para identificar 
micobacterias a nivel dc c$pecie. 

2. Idc1tificar qué OIras micobactcrias pueden condicionar un cuadro de 
tubcrculusis-l ikc en la población den:chohabiente deIISSSTF. en la lona 
oriente del area metropolitana. 

HIPÓTES IS 

Como se trata de una serie tic casos no rl:'lluicre hipótesis. 

DISt:ÑO m : L ESTUDIO. 

Serie de casos. descriptiva. obscrvac ional, ambispectiva: revisión 
retrospectiva d~' expedientes e identificación secuencial prospectiva de 
espe>:ies de micobactcrias: Ambilectivo. 

CRITERIOS DE I NCLUSION ~ 

Especimcncs con aislamiento de "~I'CohacIC,.illm sp fXlr cultivo en mediu 
sólido procedentcs de pacielllcs dcn.'"COO-habiellles deIISSS'1 E de cualqUier 
edad y sexo. 
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VARIABLES 

En la correlación d" la identificación de las mi<'obllcterias :iII is l:illdas con los 
casos di.icos d" los que procedieron se estudiaron las siguientes 
variables: 

Edad como variable ordinal con los s iguientes raneas: 16-26; 21-36: 31-46: 
41-56: 57-66: 67-16 en aiioHUmplidos. 

Sexo como variable cualitativa nominal: masculino y femenino. 

Comorbilid:illd como variable cualitativa nominal con tres categorias: 
Diabetes, VI II y Otras (Actividad con estres. desnutrición. etc.). 

Eslwcimen como "ariablc nominal con las siguientes categorías: 
eXpl'Ctoracilm. liquido cera lo-raquídeo. líquido pleural. aspirJdo de médula 
ósea, biopsia de ganglio linfático y biopsia hepática. 

Tipo de tratamiento como variable nominal que incluyó terapias combinadas 
iniciales o re-tratam ientos en categorías designadas por el rlOmbre de fármacos 
en las combinaciones utili/,adas: 
11A1N. Rifampicina. Pira/in:lmida (Rifater) más FtambutoL o: R1P+E: 
Rifater+ Etambutol + Estreptomicina. o: RIP+F+S: 
Rifater t Et:lmbutol t Claritromicina, o: RI P-+ E+CI: 
Rifater + Etambutol + Ciprofloxac ina, o: RIP+E+Cip : 
Rifater + Etambutol -+ Otloxacina_ o: RIP+E+O: y 
Rifater + Etambutol + Amikacina, o: RI P+E+A; 

Respuesta al tratamiento como variable nominal : cUf'dcióll o falla-deceso. 

Micohacttrias como variable nominal según las especies identificadas: 
Tuberculosas y No tuberculosas :kansasii, intraccllurare y <lvium. 
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METOOOLOGíA DE ESTUDIO 

Lugar y duración. 

El estudio descrito tuvo un periodo de realización de dos años a panir 
de muestras de cultivos puros en medios específicos para micobactcrias 
obtenidos de muestras clínicas de esputo. liquido pleuml, biopsia ganglionar, 
LCR y aspirado de médula ósea, de pacientes atendidos por el servicio de 
infcctologia del [Iospital Regional "General Ignacio ¿arago"a del ISSSTE" y 
procesados en el laboratorio de microbiología del mismo nosocomio. Estas 
muestras se sometieron:l estudios de Iliología Mok-cular (PCR-RFLP) en el 
Depanameno de Biología Molecular dellnslilUto l\acional de Diagnóstico y 
Referencia rpidcmiológicos. 

UniVCnJo, Unidadt's de Ob~crvadón, Metodos dc Muestreo y Tamaño de 
111 Moestnl . 

El universo del estudio comprende todas las muestras con aislamiento de 
M)'cobocterium sp. procedentes de espccimenes c!micos de pacientes derecho
habientes del ISSSTE 11 . Z.aragola. 

Muestra: Los casos (espccimellL'S) que se inc!u)'eron en el estudio fueron los 
que pcnnit efon aislamh .. nto de ~'spécies de micooocterias sp en los 3 ultimos 
años que fueron las únicas viables para la estracción de DNA debido a la 
conservacion del medio. El calculo dc tamaño dc mucstm rlO pr(H;ede por ser 
una serie de casos consecutivos abiena a la incorporación de mas casos. 

Descripdon del Estudio 
Material y M~lodos, 

Se inclu)<cron de forma consecutiva todas las muestras de expectoración, 
líquido pleural. AMO, biopsia ganglionar, biopsia hepática que se recibieron 
en el laboratorio central dell lRG Ignacio Zardgol..a desd..: agosto de 1999 a 
agOStO del 2002 y pennilieron aislamiento de MI'('l)bacteriulII SI'. en ffiL'i.lio de 
Lowenstein Jensen de las cual\!s 00 se pudo han'r \!n su momento la 
determinación de especie debido ti la f.1ha de recursos dentro de la Institución. 
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En todos los casos además de los resultados de microbio logia se obtuvo 
información epidemiológica)' clinica (edad. sexo, comorbi lidad, diagnosticos 
clinicos. eVQJucion. tipo de tratamiento y respueSta al mismo). 

Procesamiento dt' los eSI)t!címenes clinicos ; 

Los cspccimcncs de pacientes con sospecha de inft:cción tuberculosa, 
con cultivo poSitIVo en medio de Lowenstein-lcnscn, cxamio3dos 
microscóp:carncntc con tineión de Zichl·Nidscn y guardados en el laboratorio 
Ccntral del Ho~pital Regional Gm1. Ignacio Zaragoza tih:ron posteriormente 
llevados allNDRE p3m identificación de especie mediante los procedimientos 
siguientes: 

Aislamiento de ácidos nl.ldeicos. 
Se colocó una asada de la cepa problema en 500 !JI de ¡enol saturado a 

pH de 8.0, bajo una campana de !lujo laminar vcrtical para evitar 
contaminsción: se centrifugó por \O seg. y se agregaron 600 f.ll de 
amoniguador lEn ris lOT Al 1 X: se agitó por liortex durante 20" y despucs 
se centrifugó a 10,000 rpm dumnte 5 min. Sin romper la interfase, la fase 
acuosa se transfirió a un tubo dc 1.5 mi con 500 ~II de una mezcla dc 
cloroforrr.o 'j alcohol isoamilico (24:1), seguido de vorte¡¡ por 10 seg. ) 
centrifugación a 10,000 rpm por lO luin. La fase acuosa se agregÓ a un tubo 
con 65 1-1 de NaC'l 5M y 450 pi de isopropanol, se precipitó por 20 mino a -
20"( Y después se centrifugo a 11,000 rpm por 10 mino a 4"C y se decantÓ; se 
agregaron 600 1-11 de alcohol et ílico al 70% y se sometió nuevamente a vortC¡¡: 
se agrcguon 600 ,.d de alcohol etílico absoluto y posterionnente se colocaron 
los tubos con la tapa abierta, en un hloque de calentamiento a 60"'(' hasta que 
el etanol se evaporó completamente. Se disolvió el pn..'Cipitado en 2S¡.d de 
agua inyectable y se cargaron 2 ~II de cada mUCSlm en un gel de agarosa al 2% 
teñido con bromuro de etidio, pam la visual ización dc los acidos nucleicos. 
Se incluyeron un toral de 101 muestras, de las cuales 78 fueron excluidas 

debido a la no obtención de acidos nucleicos por las malas condiciones en que 
se encontmba el medio de cultivo. 

Re~ceión en calicha dc la I)oliml'r"asa. 
E: ADN previamente puriticado se rcsusp..:-ndió en SO )JI de agua 

inyectable (libre de DNAsa.<¡): se tomaron 3 )JI Y se le agregaron 47~ll de una 
mezcla de reao,:ión que contenia: 51-'1 de Buffer de I'CR IOx. 3)JI de 
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dimetilsulfi.')lI.ido (DMSÜ), I ¡.tI de iniciador tb 11 (5'· 
ACCAACGAIGGTGIGTCCAT.]'), 1 ¡.tI de iniciador lb 12 (5'-

CTIGTCGAACCGACTACCC" I-J'), 10 ~l de dNTP's, (dATP, dlTP. dCTP, 
dGlP), 30¡.t! de agua destilada y 0,3 ]JI de Taq DNA polimcrasa. llevándose a 
un volumen final de 50 ]JI en cada reacción. El contenido de cada tubo se 
mezcló por VOr1ex y se sometió a una temperatura de 94"(' por I minuto y 40 
ciclos bajo las s iguientes condiciones: [)csnaturnli7..aeión a 94"C por 15 
segundos. alineamiento de los iniciadores a 60°C por 30 segundos y extensión 
a 12°C por 30 segundos. DespuC~ del ciclo final. la reacción fue terminada 
manteniendo una temperatura de 72"( por 7 minutos. Los fragmentos 
amplificados se sepamron mediante electroforesis en gel de agarosa a una 
concentración de 2% durante 30 minutos y 120 \olts. El l,>el se tiñó con 
Bromuro de Ftidio y se anali.ló con luz UV en un tr,msiluminadur. Se 
corrieron controles positivos y negativos junto con las muestras. 

Digestión tic los productO$ tle I'CR con endonucleasas de restricción, 
Los productos de PCR utilizando los oligonllC!eótido~ lb 11 Y Tb 12 se 

sometieron a reacciones de digestión con las enzimas Dst L 11 Y l/al' 111 
haciendo una mC7c!a en cada tubo con 12j.lJ de agua, 1)J1 de enzima, 2j.l1 de 
Buffer y 5tll del DNA problema haciendo una alícuota total para. cada tubo de 
15tll [XIst~'f"iormentc se hizo el conido e lectroforetico cmpleando un gel de 
poliacrilamida al 1% en un tiempo aproximado de 45 minutos y 120 volts. 
Posteriormente se extrajo el gel para ser teñido con Dromuro de elidio ) 
analizado con luz UV y m~-diante un sistema computari7.ado impreso en papel 
fotográfico. FI resultado fue comparado con estándares de peso molecular ya 
establcciuus para identificación de las espcci~'s. Las bandas no se obseT\an 
idénticas a los estándares debido a que el gel empleado fue de [XIliacrilamida 
pero e:<presan el patrón requerido para la identificación. (Fig. 9) 

Amílisis estadlstico 

La estadística fue descriptiva para cálculo de proporciones y porcentajes. 
Se utilizó el sistema estadístico cmnputllrizauo de SPSS 11. También se utilizó 
métodos computarizados para la tabulación y gra.ficación de los datos, 
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RESU L T AOOS. 

De 101 especímencs en los que hubo aislamiento de Mycobacterwm sp 
en medio e~pceifico se excluyeron 78 debido a las condiciones subóptimas 
del cultivo que no pemlitieron extraer DNA: quedaron 23 mucstras útiles. 

En la correlación dt: especies bacterianas con datos del expediente 
clínico: :! I muestras pertenecían a pacientes del sexo masculino (91.3%) y :! a 
pacientes del sexo femenino (8.69'1/0) [Fig. 11. Las edades de los casos por los 
rangos establecidos se distribuyeron de la siguiente manera: 2 pacientes de 16 
a26anos: 5 de 27 a 36 af\os: 7 de 37 a 46 años; 4 de 47 a 56; 2 de 57 il 66 Y 3 
de 67 a 76 años ¡Fig. JI. 

De los 23 cspceimcnes en los que fue posible extraer DNA: 7 sc 
obtuvieron de mlelocu!ti ... os (30.40/.). 6 de ganglio linfático (:!6.08%), 4 de 
expectoración (17.39%). 3 de líquido plcuml (13.04%), 2 de biopsia de hígado 
(8.69%) y uno de teR (4.34%) ¡Fig. 4 Y 5J. 

De los 23 casos 17 correspondieron a pacientes que respondieron a 
tratamiento (73.9%) y 6 (26.08%) correspondieron a pat:ientes qoc fallecieron 
tomándose este paramclro como falla terapéutica. ¡ Fig. 8 j. 

De los 17 casos con cxito terapéutico 14 (82.35%) correspondIeron a 
tspecies del complejo tuberculosis. 1 (5.8%) a M mtracell'llare y 2 (11.76%) 
a M. allium: estos 2 ultimos con ter".1pia apropiada elegida sobre bases clínicas. 
De 6 decesos tomados como f¡¡lla terapéutica uno se debió ti M wherculosis. 
otro a M. L:msa~;; y 4 a M m'llIm -pese al manejo el!Xtivo en un caso-o En 
total fucron 15 aislamientos identificados como M. tllbl'n·ulo.~i .•. 6 M Ul'lum. 
un M. inlracellllllare y otro Al. kallsasii . . 1 Fig. 9]. 

DellOtal de casos de MTb 14 (93.3%) respondieron al tratami~nto y 
deceso (666%) se atribu)ó a falla tcrapCutica. Del lotal de MNTh 3 casos 
(37.5%) respondieron al rnarw:jo y 5 decesos (62.5%) repll."Scntaron su falla. 

Trece casos (56.52%): I1 por MTb y dus por MN'lb -M Iu.msasii e 
inlracellullare- recibieron la combinación antifimica RIP+E eon un deceso 
por MTb y otro por M. kansasli. Un paciente con MTb y otro con MNTb -/11. 
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av/lIm· recibieron RJP+E+Cip (8.6g%): el paciente con M. ([1'lIIm 1b.!1eciÓ. Un 
caso (4.34%, con M (Ivium recibió RIP+l: +-0 pero falleció. Tres pacientes con 
M1b (13.04"/0) n.:cibieron RI P+E+S con buena evolución. Uno con Al (¡vil/m 
(4.34%) recibió RIP+E+A sin éxito (falleció). Tres sujetos (13.04%) con M. 
avium fueron tratados con RIP+E+CI y sc registró un deceso.IFig 10 y I tJ. 

De los 23 especimencs. 17 (73.91%) correspondieron a pacientes con 
infección por VIII de los cuales docc (52 %) tenian c ifras menores de 200 
linfocitos T C04+/mmJ

: tres es¡x.'Cimencs (13.04%) fueron de pacientes con 
diabetes mcllitus y otros 3 (13.04.%) de casos con otras eomorbilidades 
(actividad con eStres. desnutrición. cte.).JFig 12]. 

Por c~pccic: en 10 cspccimencs (58.82°/.) de los 17 pacientes con VI H 
se identificó complejo tuberculosis; en 6 espccimenes (35.29%).'.1 av/llm y en 
uno (5.88%) M. Il1fracellulare Irig. 8]. En tanto que en los pacientes con 
diabetes mcllilUS:1 casos fueron del CMTh (66.67'%) y uno (33.33%) se debió 
a M. Iwnsasi, IFig. 9]. De lo~ espccímenes de sujetos con otros comorbilidades 
fue el estr6 el factor condicionante de inmunocompromiso más relévante 
(13.04 %) Y la espl'Cie aislada fue M. lubef'(:lIlmis en los 3 casos [Fig. 131· 

DISCUSiÓN. 

Nuestros resultados mostT3ron que la identificación de la esp<:eie de las 
micobactenas por métodos de biología molttular, apl icados en espccímencs 
clínicos, nos permitieron demostmr una alta proporción de micobacterias no 
tuberculosa.~; a pesar de que la muestra no fue representativa para inferir la 
prevalencia de estas micobacterias es ilUl>tl"dtiva de dc su lrecuencia. aunque 
sera necesario incrementar el número de casos para tencr un mejor panorama 
epidemiológico. 

La mayoría de los easos de nuestro L'Studio fueron dé sexo masculino y 
estaban en los mngos dc edad más productivos (27.56 anos). o en las etapas 
reproductivas de su vida: esto reneja la importancia de estas micobactcriosis 
cuyo incremento de incidencia y/o prevalencia ésta correlacionado con la 
epidemiología de la infección por VIIVSIDA. entre otras comorbilidadcs que 
afectan otros rangos de edad. 

Atenidos a repones y di\crsas comunicaciones verbaIL"S. todos los casos 
se manejaron con tratamil:nto anti!imico por sus mamfcstacioncs clínicas o al 
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momento de la identificaciún del género. Los ajustes o cambios de manejo se 
basaron en criterios pamclínicos y en la magnitud del inmunocompromiso 
especifico (linlbeitos totales y/o T-CD4 + en la infección por V1H) cn sujetos 
en que no se ohservó respuesta a tratamiento ante planteamiento de resistencia 
tuberculosa y dcspUt.~ sospecha dc micobacteriosis "atipicas". Uro vel. Ill'eha 
la determinaciún de especie se conlinnó el diagnóstico de M avillm en 3 
enfermos con SIDA avan:t:ado. La respuesta a tratamiento antíl1mico refor'Uldo 
en pacientes con infección demostnlda por Mtb alcanzó óptimos porcentajcs 
de curación, dato que no difiere de 10 esperado en esta entidad y lo eual 
aunque es muy ilustrativo cal'l."'Cc de rcprescntatividad para avalar o cuestionar 
las pautas de este trJ.tamiento. 

Los dOll sobrevivientes a infecciones por .ti avil/m respondieron al 
ajuste de su tr.lIamiento mediante la indicación de Claritromicina, ante la falla 
c(lmUn a estas micooacterias sometidas a la terapia antiiimica. 

CONCLUSIONES 

Las mieobactcrias no tuberculosas confonnan proporciones imponantes 
de frecuencia entre pacientes con inmunocompromiso, sobretodo relacionado 
I etapas avanzadas de SIDA. Nuestro estudio mostró un numero considerable 
de ~micobacteriosis atípicas"; no obstante los poreentajes encontrados no 
pueden ser extrupolados a nuestra realidad hospitalaria y menos a otros 
contextos nacionales, pero constituyen un:! pauta que debe tenerse en cuenta al 
plantear diagnó5ticos y proponer tratamientos en circunstancias similares. El 
tslUdio nos hat'C reflexionar sobre la necesidad de ajustar oponunamente un 
tratamiento contra micobacterias. especialmente entre los pacicmes con 
infección por V1H en cswdios avatv.auos que no responden a la tt:mpi<l 
antilimica en cuyo caso h¡¡bró. que pensar en micobactcriosis "atípica" tanto 
como en drogo-resistencia. FI estudio tu.'ne un alto valor ético al proponer 
modalidades para el mejor abordaje y ateneion de los dercchohabicntes. 
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lLlZ Beleur. Ff8fICI_ '" 33 Maecullno lb ~ \I1H 1~1N M~ 0etunci0n R,f.EIIo."""ka 
M __ 

González Yál'lez Martln IZ14 49 Mncullno lb Pulmonar ~" 1 ~ez Expecta adoo ClifaCIOn R,t>Ela M lube<eu40s0. 
Arevalo Juáre2 M'gom IZ1S J8 Ma!lCUlu''OO lb O' ..... 'nadé!VIH h.ez LCR C~_ R,f·E~·OtIo,.. M A~" .. m 
HernánOez O~ledo Juana !ill se Femen .... o Tb Pulm<;rf\3r OM 1~ez Expec!orac,On Cumeoón R,f. EI. M TUbefcvk)soa 
NabtéP<>dem.llaJoW "" 49 Mascuj,ro Tb OoMlrunlda VlH 1 vez M,eIocuoWo Oefunc06n R,f·Et.a M Tubeo'cuIosia 
M8I'Iinez RiQ1 J~ LUlS IZ35 32 Masculino lb o.semlnlldaV'H 1~ez Mlt<IQ<:ulWo Cu,3C,ón P..hEll'1+r:,,,,,,t,o M lI'II,um 
Osomo Med ..... J .... n Colirios "" 37 Mas;:uj,l'l(l lb Ganglronar VIH lvez GanglIO L C_ R,f+EUI M TUben:uIos<s 
Garcla Fehe'itIIO Dav,d "" 25 Mascul,no Tb Dlserl1lnada VlH l~el B~Ica< DelunclÓrl Rlf+Ela+CI.antro M A~lum 
P~ez Pe-ez Mooses IZ91 e. Mascuhno Tb Ganglionar V1H 1vez G~oo L C~_ R,f+Eta M TUber'CuIOsIs 
Martlnez Ma'donaOo A~ '''' 52 M.ascul",no Tb PuI"m(lOll( ~" 1vez ExpeetoraelOn CurilClOn Rtf +Eta M lubeo'culOSl$ 
Bet.ancourt ElC8larne ElWlng "., 30 IAncut,no Tb Gangloonar VIH 1vez G¡ongjoo L C."""" R>f+EUI+C,pro M Tuberculosos 
Luna Re1e5 Guadalupe 1257 751ememno lb Pulmon8l' OM hez Expec!oraclOn DefuoclOn R,f+Ela M Kansas" 
Vega Duarte Pedro "" n Mncullno Tb Pleural OM l~ez Lderrame p ,,",.,., Rlf+Eta M Tuberculosis 
Olvera Re~ee Man~ IZ13 49 Mascuhno lb DlHmlnada VIH lvez MIe!ocul\lVO Curación Rll+Eta M Tubercu\os¡s 
González RQlTlefo Danoel "" 40 Mascuhno Tb UanglIOI\ai VlH 1 vez Ganglio l C."""" R,f+Ela M Tl.IbefculOSls 
Ben,lel Martlnez J()<ge IZ16 33 MasculH10 lb Disem'nada VIH 1 vez M,etocul~vo DefullC,1in R,I+Eta'CI¡¡nIfO M aVlum 
Juérez EsplOCIZ:a 5alvaoor IZ19 39 MascuI'no Tb Dosemonadóo VIH !vu t.helocul\IVo CuraoÓll RoI+Euueslreplo lA Tuberculosis 
JU3rez M"amontes CarfO! IZ2<1 39 Masculrno Tb DisemInada VIH , vez a hepática Curac,ón R,f+Ela M Tubelculo5ls 
Rulz C8mbrOn Ismotlel GUillermo IZ52 41 Ma!ieUI.no TbDisem'nadaVlH lvez MoeIoeultivo DefunaOn R,j·Eta'ClaolfO M avlUm 
Rodrlguez Ch"""a R'cardo IZ15 36 Masculino lb Ganglionar VIH , vez G.mgho L. CUracIón R,I~E'a~ CIp<o M Inlr~lulilre 
De la cruz Moreno RIcardo '" \6 Mascul,no Tb Pleural lvez L derritme P """""" R,f.Eta+Eweptc M Tuber'CuIosIa 
Femánde2: Torres Abraham ''''' 52 Masculino Tb Gangl ionar 1 ~ez GénglloL CUI'ltCIÓIl RI¡.Ela M Tul.lerculO$OS 
VenegM Durtln Juan IZ12 67 Masculono Tb Pleural 1 vez L deframe p C~"", RoI+ Eta+Estreptc M Tubeo'eulosls 
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DISTRIBUCiÓN DE PACIENTES 
POR SEXO 

91 ,3% 
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DISTRIBUCiÓN DE MICOBACTERIAs 
POR SEXO 

SEXO MASCULINO. 

"'JI' 

OluberoJlosls _ aVlUffi O intracetlulare OkansaslI 

SEXO FEMENINO 

C tuberculosls . avium Olntracellulare Dkansasii 

Fuente cédula de base de datos 
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RELACiÓN DE ESPECIMEN 
y 

TIPO DE MICOBACTERIA 

Il,OoI'!Io 
17.39' 

-,- C':J .,-.'--.-
a .. '_ .... .'-

Al BIQPSIiI ~ 
D) Gangl'" Ionf:luoo 
q l.ir¡aOOD plctnl 
D ) E-'tp<:etona6n 

... , .. _,. 

El Liqwdoa:falomqukk:o 
F) AspIrodo de m6dd1a Ó6eII 
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RELACiÓN ENTRE MICOBACTERIUM 
TUBERCULOSIS y ATIPICAS 

65% 

Gl ATíPICAS . TUBERCULOSIS 

Fuente cédula de base de dalOs 
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DISTRIBUCiÓN DE MICOBACTERIAS 

4% 4% 

o tuberculosis . avium O intracellulare O kansasi i 

Fuente cedula de base de datos 

FIG 7 
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COMPORTAMIENTO CLíNICO 
DE ACUERDO A TRATAMIENTO 

26% 

74% 
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