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Background: Tuberculosis is a global public health
problem, especially in emerging countries.
Mycobacterium tuberculosis is the main cause of
cervical lymphadenopathy; nontuberculous mycobacteria
are relatively common in children and rare in adults.
Objective: To identify and establish the frequency of
infectious etiology by nontuberculous mycobacteria in
Mexican adult patients with cervical lymphadenopathy.
Methods: The study included 85 patients over 18 years
with cervical lymphadenopathy; 45 were HIV-positive, 40
were HIV-negative; they had no history of tuberculosis
treatment and were selected from a third-level hospital. It
was carried out a biopsy of the lymph node for the
histopathological study, a search for acid-fast bacilli, a
tube culture to indicate growth of Mycobacterium BACTEC
(MGIT-960) and identification of mycobacterial strain by
PCR-RFLP (restriction fragment length polymorfism) of
hsp65.

Results: In 42 HIV-positive patients (93%), strains
corresponded to Mycobacterium tuberculosis complex,
two (4.4%) to M. intracellulare and one (2.2%) to M.
gordonae. Among HIV-negative patients, 39 of strains
(97.5%) corresponded to patients with M. tuberculosis
complex and one strain (2.5%) to M. fortuitum.
Conclusion: The presence of nontuberculous
mycobacteria was found in 4.7% of all cases. Despite
this low frequency, it must be taken into account as a
possible cause of lymphadenopathy, since its prompt
identification enables introducing specific treatment.
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n 2011 se diagnosticaron en México 19 700
casos nuevos de tuberculosis (Tb) y se
reportaron 9500 casos nuevos de seropositivos
por virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y
sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). De estos ultimos, 1177 (12.3%) presentaban Tb. La
tuberculosis extrapulmonar representd 32% de casos en
pacientes inmunocompetentes y mas del 50% en pacientes
VIH posi'[ivos.l’2 La linfadenopatia cervical es la forma de
tuberculosis extrapulmonar mas frecuente en nifios.”* Su
incidencia ha aumentado en pacientes adultos desde el inicio
de la pandemia del SIDA por VIH, particularmente cuando
se encuentra un conteo bajo de linfocitos CD4.
Frecuentemente es de dificil diagnodstico, debido a que
diversos factores etiologicos pueden causar crecimiento de
los nodos linfaticos y el estudio histologico en cierto
nimero de casos no es especifico. Para su diagnodstico se
requieren varios estudios: tincion de Zielh-Neelsen para
bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR), biopsia con aguja
fina o biopsia de nodo linfatico, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y confirmacion bacteriologica por
cultivo.” El agente causal mas comun en México es el
Mycobacterium  tuberculosis, pero la presencia de
micobacterias no tuberculosas (MNT) se ha observado en
los ultimos afios, paralelamente con el incremento de casos
de VIH posi'[ivos.g’9 En México se conocen mas de
148 especies de MNT que tienen caracteristicas fenotipicas
y bioquimicas especiﬂcas,10 y solo un grupo de estas puede
provocar enfermedad, particularmente en pacientes
inmunodeprimidos.“’12 Es importante hacer la identificacion
precisa de la especie para iniciar un tratamiento eficaz, dado
que tienen diferente susceptibilidad a los farmacos
antituberculosos.” Los métodos diagnoésticos para la
identificacion de MNT en nodos linfaticos generalmente son
laboriosos, costosos y la obtencion del resultado es
prolongada.14 La implementacion de métodos de biologia
molecular para la identificacion de micobacterias por
PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorfism) del
gen hsp65 (heat shock protein) han demostrado tener
ventajas sobre los métodos convencionales por ser rapidos,
de menor costo y altamente especificos con resultados en
48 horas.">"®
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Introduccién: la tuberculosis es un problema de salud
publica mundial, sobre todo en paises emergentes. El
Mycobacterium tuberculosis es el principal causante de
las adenopatias cervicales; las micobacterias no
tuberculosas son relativamente frecuentes en el nifio y
raras en adultos.

Objetivo: identificar y establecer la frecuencia de la etiologia
infecciosa por micobacterias no tuberculosas (MNT) en
pacientes adultos mexicanos con linfadenopatias cervicales.

Métodos: se estudiaron 85 pacientes mayores de 18 afios,
con linfadenopatia cervical, 45 con positividad al virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y 40 VIH negativos, sin
antecedentes de tratamiento antituberculoso, seleccionados
en un hospital de concentracion de especialidad de tercer
nivel. Se realizé biopsia de nodo linfatico para su estudio
histopatologico, busqueda de bacilos acido-alcohol

de Mycobacterium BACTEC (MGIT-960) y la

de todos los casos. A pesar de su baja frecuencia,
deben ser tomadas en cuenta como posible causa de

resistentes, cultivo en el tubo indicador del crecimiento

identificacion de cepa micobacteriana por PCR-RFLP
(restriction fragment lenght polymorfism) de hsp65.

uswunsay

Resultados: las cepas correspondieron al complejo
Mycobacterium tuberculosis en 42 pacientes VIH
positivos (93%), dos (4.4%) a M. intracellulare y una
(2.2%) a M. gordonae. Las cepas correspondieron al
complejo M. tuberculosis en 39 pacientes VIH
negativos (97.5%) y una a M. fortuitum (2.5%).

Conclusion: la presencia de MNT se encontré en 4.7%

linfadenopatias, porque su identificacion oportuna
permite instaurar un tratamiento especifico.

etiologia infecciosa en pacientes adultos VIH positivos y
VIH negativos con linfadenopatias cervicales, que viven en
el area metropolitana de la Ciudad de México (cuya
poblacion aproximada es de 20 millones de personas).

Material y métodos

Estudio prospectivo de casos consecutivos con
linfadenopatias cervicales con sospecha diagndstica de
tuberculosis, llevado a cabo en el periodo comprendido
entre enero de 2010 y enero de 2015, en un hospital de
concentracion de tercer nivel de atencion. Los criterios de
seleccion fueron los siguientes: pacientes mayores de 18 afios
que tuvieran crecimiento de cadenas ganglionares cervicales,
temperatura corporal > 37.5 °C, pérdida de peso, mal estado
general y sin tratamiento antituberculoso previo. El
diagnostico de Tb fue sugerido por la presencia de la
formacion de granulomas en la biopsia, debia estar
confirmado por cultivo positivo y la respuesta a la terapia
especifica debia tener un afio de seguimiento. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica del hospital y se
obtuvieron cartas de consentimiento informado.

A cada paciente se le realizO historia clinica completa,
estudios hematoldgicos, VIH por ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) y su confirmacion por western-blot,
radiografia de torax y prueba cutdnea de tuberculina con el
derivado purificado de la proteina (PPD-RT23, Statens
Seruminstitut, Copenhague, Dinamarca). Se practicd biopsia de
nodo linfatico para estudio histopatologico, microbiologico y de
biologia molecular. A cada espécimen obtenido se le realizaron
las siguientes pruebas de forma independiente y a ciegas.

Para el estudio histopatoldgico, los fragmentos fueron
fijados en formol al 10%, extendidos en parafina, seccionados
y tefiidos con eosina-hematoxilina y examinados en el
microscopio. Fue sugestivo de tuberculosis cuando se
observaron granulomas con focos de necrosis caseosa y
células epiteloides.

Los estudios bacterioldgicos fueron realizados en los
especimenes homogeneizados en solucion salina isotonica,
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regulados y descontaminados con solucién de hidroxido de
sodio al 4%. Después de la neutralizacion y la
centrifugacion, cada espécimen homogeneizado fue
suspendido de nuevo en agua destilada. Los BAAR fueron
identificados por tincién de Ziehl-Neelsen. Para los cultivos,
0.2 mL de los homogeneizados de la biopsia fueron
inoculados en botellas con el medio liquido fluorescente de
MGIT (tubo del indicador del crecimiento de
Mpycobacterium, Becton Dickinson, San José, CA, Estados
Unidos) y en medio solido Lowenstein-Jensen (LJ). Los
medios fueron incubados a 37 °C por ocho semanas e
inspeccionados semanalmente para observar el crecimiento.

El acido desoxirribonucleico (ADN), extraido por choque
térmico a partir de una suspension bacteriana de los aislados
obtenidos, se utilizd6 como blanco para la amplificacion de un
producto de 140 pares de bases (pb), correspondiente a la
secuencia de insercion IS6110, presente en bacterias del
complejo Mycobacterium tuberculosis con los iniciadores
IS6110F (5’-GGATCCGCCAGCCCAGGATCCTGCG-3’) e
IS6110R (5’-AGGTGCGGACCACCAGCACCTAACC-3’).
La composicion de la mezcla de reaccion (50 ul) fue 10 mM
de Tris-HCI, 1.5 mM MgCl,, 50 mM, KCI (pH 8.3), 1 U Taq
polimerasa, 2 mM de una mezcla de dNTP (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), 0.2 uM de cada
iniciador y 3 pL de DNA. Las condiciones de reaccion
fueron: un ciclo de un minuto a 94 °C, seguido de 45 ciclos
de 15 segundos a 94 °C, 50 segundos a 70 °C y un ciclo de
7 minutos a 72 °C. Asimismo, a partir de estos extractos, se
obtuvo un amplicon de 440 pb del gen Asp65 de la proteina de
choque térmico para su posterior digestion con las enzimas
BstEIl y Haelll, de acuerdo con la metodologia descrita.'” El
analisis de los patrones de restriccion enzimatica (PRA) se
realizo empleando los algoritmos reportados para MNT. "%

El tratamiento estrictamente supervisado (TAES) con
isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol fue
iniciado en los casos de M. tuberculosis confirmados por
cualquier método. En los pacientes VIH positivos se indico
ademdas la combinacion de zidovudine y lamivudina con
efavirenz o niverapina. La respuesta clinica fue evaluada
durante un afio o hasta observar la completa resolucion del
proceso.
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Resultados

Se estudiaron 350 casos que ingresaron por sospecha de
tuberculosis linfatica en el periodo de estudio. Fueron
confirmados 85 casos por cultivo positivo para
micobacterias (24%).

Fueron VIH positivos 45 pacientes, 37 del sexo
masculino y ocho mujeres, con edad media de 45 afios
(rango 18 a 71 afios). El promedio del conteo de linfocitos
CD4 fue < 100 células/mm3, 40 pacientes (89%)
presentaron linfadenopatia cervical derecha, dos (4%)
linfadenopatia izquierda y con afectacion bilateral hubo tres
casos (7%). La sintomatologia mas frecuente fue fiebre
(75%) y malestar generalizado (90%); seis pacientes tenian
tuberculosis pulmonar y uno tuberculosis meningea.

En el grupo de 40 pacientes VIH negativos 25 fueron
hombres y 15 mujeres, con edad media de 37 afios (rango 16
a 65 afios), 36 pacientes (90%) presentaron linfadenopatia
cervical unilateral: 26 derecha (65%) y 10 izquierda (25%);
cuatro pacientes (10%) tenian afectacién bilateral. La
sintomatologia mas frecuente fue fiebre (90%) y mal estado
general (40%); tres pacientes presentaron tuberculosis
pulmonar.

En las biopsias de nodo linfatico de pacientes VIH
positivos (n = 45), la tincion de Ziehl-Neelsen, fue positiva en
10 casos (22%); el crecimiento de Mycobacterium en BACTEC
(MGIT-960) fue positivo en todos los casos, con un promedio
de crecimiento de 38 dias. El estudio histopatologico demostrd
caseificacion granulomatosa compatible con la infeccion
tuberculosa en 37 casos y en 13 hiperplasia linforreticular no
especifica. En las biopsias de nodo linfatico de pacientes VIH
negativos (n = 40), la tincion de Ziehl-Neelsen fue positiva en
12 casos (30%); en todos los pacientes el crecimiento de
Mycobacterium fue positivo con promedio de crecimiento de
32 dias y el estudio histopatologico demostro la caseificacion
granulomatosa compatible con infeccion tuberculosa.

De las 45 cepas aisladas del material de biopsia de
nodos linfaticos en el grupo de VIH positivos, 42 (93%)
pertenecieron al complejo M. tuberculosis al obtenerse una
amplificacion de aproximadamente 140 pb (figura 1),
correspondiente a la secuencia de insercion IS6110; tres
cepas (7%) no presentaron un producto de amplificacion
para IS6110, por lo que la identificacion de especie se
realizd por PCR-RFLP. En los patrones de restriccion
obtenidos para la ampliacion de 441 pb del gen Asp65 de las
cepas de estudio (figura 2), se detectaron dos cepas de
M. intracellulare (4.4%) y una (2.2%) de M. gordonae.
Del grupo VIH negativo, 39 cepas (97.5%) correspondieron
al complejo M. tuberculosis y una cepa (2.5%) se identificd
como M. fortuitum. Al comparar a los 45 pacientes VIH
positivos y los 40 VIH negativos, mediante la prueba chi-
cuadrada de Pearson, se encontr6 wuna diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) en la distribucion
de las variables sexo y localizacion de cadenas ganglionares
de acuerdo con el estatus del VIH. No se encontraron
diferencias estadisticas en la distribucion de la variable de
histopatologia segun el status de VIH (cuadro I).

La cutirreaccion al PPD (un halo de induracion > 10 mm) fue
positiva en siete pacientes VIH positivos (15.5%) y en 12 de los
VIH negativos (30%).
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Figura 1 Amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de 140 pares de bases de la secuencia.
Electroforesis de los productos PCR en agarosa al 2.5%.
Lineas: 1-3, 5-15, 17-20, 22,24 y 25 cepas positivas para el
complejo M. tuberculosis; 4, 16, 21 y 23 cepas negativas
para el complejo M. tuberculosis; C, control positivo
(M. tuberculosis H37Rv); B, blanco de reactivos; M,
marcador de tamafio molecular
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Figura 2 Reaccion en cadena de la polimerasa-polimorfismo
de la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP)
del gen hsp65. Andlisis del patron de restriccion de los
aislados de micobacterias. Lineas: C, cepa M. tuberculosis
H37Rv; | M. fortuitum; |l M. intracellulare; Ill M. gordonae; M
marcador de tamafio molecular

En el grupo de pacientes VIH positivos, 22 fallecieron
antes de un afio (48.8%), incluidos los seis con proceso
pulmonar y uno con meningitis; asimismo, cuatro tuvieron
curacion a un afio de seguimiento de iniciado el tratamiento
acortado estrictamente supervisado (TAES), incluidos los
tres pacientes con MNT. En el grupo de pacientes VIH
negativos, 39 casos se curaron (97.5%), incluidos tres con
Tb pulmonar y uno con M. fortuitum, que fue tratado con
claritomicina-ofloxacina-pirazinamida y presentd resolucion
de la adenopatia; un paciente abandon¢ el tratamiento.

Discusion

La Tb en México es un problema de salud semejante al de
otros paises emergentes y el panorama epidemiolégico de
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Cuadro | Caracterizacion de los pacientes con linfadenopatia cervical y VIH

VIH positivos VIH negativos
Variable (n'=45) (n = 40)
n % n %

Sexo

Masculino 37 82 25 62.5

Femenino 8 18 15 37.5
Localizacion de la linfadenopatia

Derecha 40 89 26 65

Izquierda 2 4 10 25

Bilateral 3 7 4 10
Prueba positiva a la tuberculina 7 15.5 12 30
Biopsia de ganglio cervical

Tincién Ziehl-Neelsen positiva 10 22 12 30

Cultivo MGIT positivo 45 100 40 100
Histopatologia

Granuloma 37 82 40 100

Células epiteliales 22 49 27 67.5

Necrosis caseosa 29 64 26 65

Hiperplasia linfarreticular 13 29 -- --
Cepas identificadas

Complejo M. tuberculosis 42 93 39 97.5

Micobacteria no tuberculosa 3 7 1 2.5
Defunciones 22 49 - -
VIH = virus de inmunodeficiencia humana; Rl = rango intercuartilico; MGIT = cultivo en medio liquido para crecimiento de

Mycobacterium
*Dos casos de M. intracellulare y un caso de M. gordonae

TUn caso de M. fortuitum

esta enfermedad se agrava por la epidemia VIH/SIDA. La
sinergia entre el SIDA y la Tb ha convertido aquellos casos
VIH positivos con Tb en una importante amenaza para la
salud publica en los paises en desarrollo.”'

La frecuencia real de las formas extrapulmonares de
tuberculosis no se conoce en México y aproximadamente
30% de los casos de Tb son extrapulmonares. Esta
presentacion se ha incrementado, por lo que el diagndstico
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rapido y la caracterizacion exacta de la etiologia de las
linfadenopatias cervicales son obligatorios para iniciar un
tratamiento apropiado y 0portun0.22’23

Los resultados de este estudio revelan que en una cohorte
de 350 pacientes mexicanos con linfadenopatia cervical, 24%
(85) correspondieron a la etiologia infecciosa con las
caracteristicas histopatologicas compatibles con tuberculosis;
de estos, 12.8% (45) se diagnostico con VIH/SIDA, con un
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conteo de linfocitos CD4 < 100 células/mm”. La historia de Tb
pulmonar o la presencia de otros focos se detectd en 17% de los
casos de linfadenopatia. Las personas infectadas por el VIH en
tratamiento antirretroviral, se mantienen en mayor riesgo de
infectarse con tuberculosis que los individuos no infectados por
VIH. Este aumento de la susceptibilidad puede ser causado por
alteraciones de la funcion de los macrofagos alveolares y una
disminucion del conteo de linfocitos CD4. La Tb y su
asociacion con la infeccion por el VIH son las causas mas
importantes de las altas tasas de morbilidad y mortalidad
infecciosa en los adultos en diferentes partes del mundo. En esta
serie se observo que en casos con VIH positivo y tuberculosis,
el hallazgo de BAAR puede ser negativo. Estos pacientes
presentan formas extrapulmonares y una rapida progresion
clinica de la enfermedad y toxicidad a los medicamentos.

En este estudio las MNT fueron identificadas como
causa de linfadenopatias cervicales en tres pacientes (6.6%)
con tuberculosis y VIH positivo. En dos casos se aislo
M. intracellulare y en uno M. gordonae. En los pacientes
inmunocompetentes se aisld una cepa de M. fortuitum.
Todos los pacientes infectados por M. tuberculosis
recibieron tratamiento especifico por un afio. Los afectados
por MNT fueron tratados con el esquema claritromicina,
rifampicina y etambutol.>*

La incidencia de infeccion con MNT se ha incrementado
en el mundo; las lesiones de nodos linfaticos y cutaneas son
sitios frecuentes de infeccion con predisposicion en adultos
jovenes y nifios, en particular en los que tienen un grado
importante de inmunocompromiso.25 En la literatura se
mencionan 10 especies de MNT como causantes de patologia
linfatica, pero no se incluye el M. intracellulare, ni el
M. gorclonae.15 En México en casos con inmunodeficiencias,
como personas VIH positivas, se han aislado cuatro cepas de
MNT ademas del complejo M. tuberculosis, incluido
M. bovis; sin embargo, no se mencionan especificamente en
linfatdenopatiats.26
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Los casos con MNT requieren regimenes de tratamiento
prolongados y el uso de diversos farmacos. La terapia de
algunas MNT se ha establecido y depende de estudios de
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quirargica de la linfadenitis no complicada es una opcion
importante que se debe considerar.** El diagnostico molecular
de la Tb es fundamental en los casos de VIH negativos y
positivos, a fin de iniciar el tratamiento mas apropiado.27’28

Conclusion

En Meéxico el Mycobacterium tuberculosis sigue siendo una
causa importante de linfadenopatias cervicales y las provocadas
por MNT tienen una baja frecuencia. Estas micobacterias deben
ser identificadas oportunamente para instaurar un tratamiento
eficaz. La asociacion de tuberculosis pulmonar con
linfadenopatia y SIDA tiene una alta mortalidad.
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