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Aspectos microbioldgicos y clinicos
de las infecciones por micobacterias
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ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE LAS MICOBACTERIAS
NO TUBERCULOSAS DESDE 2004 A 2007 EN UN
HOSPITAL TERCIARIO DE LA COMUNIDAD BALEAR
C.I. Marinescu?, A. Medio', J. Vegué?, M.A. Delgado?, J.L. Pérez'
y A. Ramirez!

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Son Dureta,
Palma de Mallorca, >Hospital de la Vall d’"Hebron, Barcelona.

Introduccion: En los dltimos afos se han descrito nuevas
especies de micobacterias implicadas en patologia humana.

Nuestro objetivo fue analizar los aislamientos de Micobacte-
rias No Tuberculosas (MNT) en nuestro laboratorio durante
los ultimos 4 afios (2004-2007).

Material y métodos: Las muestras para estudio fueron
descontaminadas con NaOH y N-acetil-L-cisteina por el mé-
todo MycoPrep® (BBL®) e inoculados en el medio liquido
Bact-Alert 3D® (bioMérieux®) y en Lowenstein-Jensen. Los
aislados se identificaron mediante métodos genotipicos y/o
fenotipicos. Finalmente se evalu el significado clinico de los
aislados por estudio de las caracteristicas clinicas y micro-
biolégicas de cada uno de los pacientes.

Resultados: Se obtuvieron 139 cepas de MNT correspon-
dientes a 78 pacientes, rango de edad (21-92 afios). La
distribucién por afios (2004, 2005, 2006 y 2007) fue de 22,
14, 19 y 23 casos respectivamente; resultando una inci-
dencia de un 13,3%, 10,9%, 17,8% y 15,6% sobre el total
de micobacterias aisladas en ese periodo. Un total de 59
aislados pudieron identificarse a nivel de especie de mi-
cobacteria: M. avium (13), M. gordonae (11), M. fortuitum
(6), M. chelonei (6), M. intracellulare (4), M. xenopi (3), M.
frederiksbergense (3) M. abscessus (2), M. marinum (2),
M. szulgai (3), M. peregrinum (2), M. poriferae (1), M. len-
tiflavum (1), M. malmoense (1) y M. nonchromogenicum
(1). Las cepas de MNT se aislaron preferentemente en
muestras respiratorias (57). Otras localizaciones fueron:
cutdneas (8), heces (3), orina (3), sangre (2), ganglio (2) y
otras (3). Mycobacterium avium (complejo) fue implicado
en todos los casos de aislamiento de sangre, heces y gan-
glios. En 32/78 aislados (41,0%), los pacientes cumplian
criterios clinico-patolégicos de probable significacién cli-
nica.

Conclusiones: 1) En nuestra area las MNT alcanzan ac-
tualmente un 15% de las micobacterias aisladas, no obser-
vandose diferencias en la distribucién de las diferentes espe-
cies en el periodo estudiado; 2) Los métodos genotipicos per-
mitieron identificar algunas de las nuevas especies descritas
recientemente (M. frederiksbergense y M. poriferae); 3) Es de
destacar la importancia del aislamiento e identificacién de
MNT ya que, en nuestro estudio, méas del 40% de las cepas
aisladas fueron clinicamente valorables.
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RELACION ENTRE LA MOVILIDAD Y LA CAPACIDAD
DE DESARROLLAR BIOFILM EN MICOBACTERIAS NO
PIGMENTADAS DE CRECIMIENTO RAPIDO

D. Garcia-Almeida!, N. Z. Martin de Hijas!, A. Celdran?,

R. Fernandez-Roblas?, I. Gadea' y J. Esteban!

IServicio de Microbiologia, ?Servicio de Cirugia, Fundacién
Jiménez Diaz.

Introduccion: Los Glicopeptidolipidos de la pared de las
MNPCR estan implicados en la formacién de biofilm, asi co-
mo en la movilidad por deslizamiento. Ambas caracteristicas
estarian relacionadas en las cepas que se han estudiado.
Objetivos: Evaluar la movilidad por deslizamiento de dis-
tintas cepas de MNPCR y relacionarla a su vez con la capa-
cidad de dichas cepas para producir biofilm.

Material y métodos: Se realizé el estudio de la movilidad
de aislamientos de MNPCR y de cepas de colecciéon en me-
dio de movilidad constituido por caldo Middlebrook 7H9
suplementado con un 0,3% agar. La medicién de los dia-
metros de movilidad se llevé a cabo tras 7 dias de incuba-
cién a 37° C. El estudio de formacién de biofilm se realizé
en placas microtiter. Se evalué también la relacion entre la
presencia de movilidad y la significacién clinica de los ais-
lamientos.

Resultados: Para el estudio se utilizaron 20 cepas de co-
leccién pertenecientes a 16 especies distintas (M. absces-
sus, M. alvei, M. brumae, M. chelonae, M. elephantis, M.
fortuitum, M. goodii, M. immunogenum, M. mageritense,
M. mucogenicum, M. peregrinum, M. porcinum, M. senega-
lense, M. septicum, M. smegmatis y M. wolinskyi) y 167
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aislamientos clinicos de 9 especies distintas (9 M. absces-
sus, 2 M. alvei, 30 M. chelonae, 90 M. fortuitum, 5 M. ma-
geritense, 8 M. mucogenicum, 21 M. peregrinum, 1 M. por-
cinum 'y 1 M. septicum).

Presentaron movilidad 71 de las cepas frente a las 116 que
presentaron movilidad negativa. La mayor movilidad se
daba en M. abscessus M. chelonae. Tampoco se evidencié
ninguna relacion entre la presencia de movilidad y el sig-
nificado clinico de los aislamientos. (didmetro medio 11,48
mm) mientras que en M. peregrinum (didmetro medio 6,68
mm) se daba la menor de todas. Se encontraron diferencias
significativas entre M. chelonae y M. peregrinum (p =
0,031); y entre las de M. fortuitum y M. peregrinum (p =
0,002). En la formacion de biofilm se obtuvo que tdnica-
mente no lo formaban 45 de las cepas. No se detectaron di-
ferencias significativas en la movilidad entre las cepas que
formaban biofilm como en las que no lo hacian; exceptuan-
do el caso de

Conclusiones: La presencia de movilidad por desliza-
miento no es una caracteristica presente de modo uniforme
en las MNPCR, y tampoco la presencia de ésta se asocia de
forma constante con la capacidad de producir biofilm ni con
el significado clinico de los aislamientos. Unicamente se ob-
tuvo una relacion significativa movilidad-biofilm en M. che-
lonae.
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LOS MACROFAGOS ESPUMOSOS SON LAS CELULAS
CLAVE QUE PERMITEN LA PERSISTENCIA Y
DISEMINACION DE LA INFECCION POR
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

N.C4ceres'?, G.Tapia?®, I. Ojanguren?®, O.Gil'?, S. Pinto'?,

C. Vilaplana'? y P-J. Cardona®**

!Unitat de Tuberculosi Experimental (UTE). Institut per a la
Investigacié en Ciéncies de la Salut Germans Trias i Pujol.
Universitat Autonoma de Barcelona. Badalona. °CIBER
Enfermedades Respiratorias. 3Servicio de Anatomia Patolégica,
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Badalona.

Objetivos: La fase cronica de la infeccion inducida por M.
tuberculosis en el modelo experimental de ratén se caracte-
riza por la acumulaciéon de macréfagos espumosos (ME), que
rodean el exterior del granuloma ocupando los espacios al-
veolares. Algunos de estos ME contienen bacilos acido-alco-
hol resistentes. El objetivo de este estudio es caracterizar los
ME y los bacilos que se hallan en su interior para averiguar
su significado fisiolégico.

Material y métodos: Se infectaron cobaias y ratones spf
mediante aerosolizaciéon con la cepa H37Rv Pasteur de M.
tuberculosis. En diferentes tiempos postinfeccion se extraje-
ron los pulmones. El lavado bronco-alveolar (LBA) se obtu-
vo mediante la inyeccién intratraqueal de solucién isoténi-
ca. Los pulmones extraidos se fijaron en formol, se procesa-
ron y se tifleron con Hematoxilina-Eosina y Ziehl-Neelsen
(ZN) para ser analizados mediante microscopia 6ptica. Gra-
nulomas aislados de los mismos pulmones se fijaron en Kar-
novsky y se procesaron para ser analizados mediante mi-
croscopia electrénica de transmision. Se obtuvieron cytos-
pins a partir de LBA de ratén que se tifieron con los métodos
Auramina O/phenol, ZN y el colorante Nile Red (NR) y se
analizaron después con microscopia de fluorescencia. Sus-
pensiones de M.tuberculosis H37Rv Pasteur y E. coli ATCC
se tifieron con NR para ser analizadas mediante citometria.
Resultados: Se muestra la presencia de cuerpos lipidicos
(CL) en los macréfagos desde el inicio de la infeccién, acu-
mulandose en la fase crénica para generar cristales de coles-
terol. La microscopia electrénica y la tincién con NR permi-
ten observar inclusiones lipofilicas intracelulares (ILIs) den-
tro de los bacilos de M. tuberculosis que estan en el interior
de los ME.

Discusion y conclusiones: Estos datos confirman el papel
de los ME en el drenaje de bacilos en estado no replicativo.

54  Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(Espec Congr):1-221

Estos bacilos seran transportados por el fluido alveolar ha-
cia el arbol bronquial superior, déonde tendran la oportuni-
dad de formar parte de los aerosoles generados con la inspi-
racion. Al estar en estado no replicativo, estos bacilos ten-
dran una mayor capacidad para resistir futuras condiciones
de estrés previas a la reinfeccion del propio hospeadador o
para infectar nuevas personas. De esta manera los ME se
convierten en células claves para la perpetuaciéon de M. tu-
berculosis.

Agradecimientos: Bill and Melinda Gates Foundation:
Grand Challenge #12; TBVAC Consortium; Plan Nacional
I+D+1 FIS CM06/00123; Programa de becas FPU del Minis-
terio de Educacién y Ciencia.
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AISLAMIENTO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
EN MUESTRAS BIOLOGICAS EN EL AREA SANITARIA
DE CEUTA EN EL PERIODO 2004 A 2007

dJ. Léopez-Barba, S. Martinez, T. Orgaz, S. Hijano, 1. José

y dJ. Diaz

S. de Microbiologia. Hospital del Instituto Nacional de Gestion
Sanitaria de Ceuta.

Objetivos: Estudiar los aislamientos de Mycobacterium tu-
berculosis realizados en el Laboratorio de Microbiologia
(LM) del Hospital INGESA de Ceuta, pertenecientes a mues-
tras bioldgicas recibidas entre enero de 2004 y diciembre de
2007.

Material y métodos: Las muestras han sido procesadas
mediante tincién de Ziehl-Neelsen (ZN) y cultivo en me-
dio MGIT (BACTEC MGIT 960®-Becton-Dickinson®). La
identificaciéon se ha producido mediante el sistema Gen-
probe (Biomerieux®). El antibiograma a cuatro farmacos
(Isoniacida, Rifampicina, Estreptomicina y Etambutol)
ha sido efectuado en el sistema BACTEC MGIT 960®.
Los datos se trataron con el sistema STATGRAPHICS
Plus.

Resultados: Durante el afio 2004 se registraron 38 aisla-
mientos de micobacterias, 9 previamente detectadas me-
diante ZN (23,68%). En 2005 se registraron 49 aislamien-
tos, 11 de ellas detectadas previamente mediante ZN
(22,44%). Durante el afio 2006 se registraron 27 aisla-
mientos, 10 de ellas detectadas previamente mediante ZN
(837%). Durante el afio 2007 se han registrado 77 aisla-
mientos, 29 de ellas detectadas previamente mediante ZN
(37,66%). Al observar la incidencia de los aislamientos de
cepas nuevas por afno y por 10° habitantes obtenemos los
siguientes datos: 2004: 50,2, 2005: 64,73, 2006: 36,16.,
2007: 102,8. Por edades los pacientes con més aislamientos
son los situados entre 20 y 40 afios (46,93%). Por sexo el
82% de los casos se ha dado en hombres y el 18% en muje-
res. El 35% de las cepas aisladas pertenecian a pacientes
cuya residencia habitual no estaba fijada en Ceuta; bien
por pertenecer a paises que no son miembros de la Unién
Europea (UE) o por encontrarse de paso entre Africa y Eu-
ropa. Todas las cepas se han identificado como Micobacte-
rium tuberculosis complex. Las resistencias mostradas han
sido: isoniazida (12%), estreptomicina (10%), rifampicina
(2%) y etambutol (2%); con un porcentaje de multirresis-
tencias del 1%. La muestras positivas corresponden a es-
putos (79,71%), broncoaspirados (8,7%), abscesos (4,35%),
liquido pleural (2,9%), liquido cefalorraquideo (2,9%) y un
1,45% a otras muestras.

Conclusiones: 1. Se ha detectado un incremento muy lla-
mativo de aislamientos de Micobacterium tuberculosis en el
altimo afo. 2. La incidencia de casos detectados microbiols-
gicamente es muy superior a las detectadas en el resto de Es-
pafia y la UE. 3. Los niveles de multirresistencias son bajos.
4. Existe un porcentaje de aislamientos considerable de pa-
cientes de paises no comunitarios que suponen una mayor
carga de trabajo en el LM.
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TUBERCULOSIS EN UN ABEA DE MALLORCA.
TENDENCIAS EN EL PERIODO 2003-2007

C. Cifuentes® M. Garcia-Gasalla?, I. Mir? A. Pareja?,

M.C. Pérez-Seco?, A. Payeras', S. Pons? I. Losada!, C. Morey"
A. Ortiz! y M.C. Gallegos*

1S. de Medicina Interna, *S. de Neumologia, U de
Epidemiologia, *S. de Microbiologia, Hospital Son Llatzer,
Palma de Mallorca.

Objetivos: Conocer las caracteristicas clinicas, epidemiol6-
gicas y microbiolégicas de la enfermedad tuberculosa en
nuestro medio.

Material/Métodos: Estudio descriptivo de los casos de tu-
berculosis diagnosticados en el H. Son Llatzer que asiste a
una poblacién aproximada de 250.000h con distribucién ur-
bano-rural de Mallorca. Se recogen datos clinicos, epidemio-
légicos y microbioldgicos del periodo enero 2003-dic 2005.
Resultados: Se diagnosticaron 228 casos de de tuberculosis
en el periodo referido, 61,1% en varones. La edad media fue
de 41,5 afios (DE: 18,7), 55,1% fumadores. 148 (64,6%) eran
autdctonos y el resto emigrantes de otros paises: 37 (16,2%)
originarios de Centro-Sud América, 31(13,6%) de Africa, 4
(1,8%) de Europa central o del Este, 4 del Oeste de Europa,
3 (1,3%) de la Ex-URSS y un caso (0,4%) de Pakistan.

El nimero de casos y la proporciéon de poblacién emigrante
fue variable en los diferentes afios (tabla):

Ao 2003 2004 2005 2006 2007
Total de casos 36 46 45 42 59
N° de extranjeros (%) 5 13 20 11 32

(13,8%) (28,3%) (44,4%) (26,2%) (54,2%)

Las localizaciones fueron: pulmonar 144 (62,9%), pleural 23
(10%), ganglionar 19 (8,3%), extrapulmonar tnica 30 (13,6%)
-de las cuales meningea 11- y diseminada con afectacion de
2 o mas érganos en 12 (5,2%).

El cultivo para micobacterias fue positivo en 169 (73,8%), el
diagnéstico fue anatomopatolégico en 31 (13,5%), por el es-
tudio de ADA en 35 (15,3%) y por PCR para M. tuberculosis
positiva en dos casos (0,9%).

Se pudo realizar antibiograma en 169 casos: en 10 se observo re-
sistencia a isoniacida, 6/44 (13,6%) casos en 2007, 2/30 (6,7%) en
2006, 2/30 (6,6%) en 2005, ningin caso en los afos anteriores.
Los pacientes con resistencia a isoniacida no habian recibido pre-
viamente tratamiento para la tuberculosis, eran autéctonos en 5
casos (2 en 2007, 1 en 2006, 2 en 2005), y extranjeros en el resto.
La mortalidad atribuible a tuberculosis fue de 4,4%, la tasa
de abandono de tratamiento de 6,6%.

Conclusiones: El nimero de casos de tuberculosis ha aumenta-
do de forma significativa en nuestro drea en el Gltimo afio, sin que
exista relacion con ningtn brote y sobre todo a expensas de la po-
blacién emigrante. A partir de 2005 se observa la aparicién de re-
sistencias a isoniacida, con una incidencia de hasta 13,6% en
2007, en poblacién emigrante y autéctona. Si se confirma esta
tendencia, sera necesario plantear tratamiento inicial con 4 far-
macos tuberculostéticos en todos los pacientes de nuestro area.

137

ACTIVIDAD IN VITRO DE VARIOS FARMACOS, SOLOS
O EN ASOCIACION, FRENTE A MICOBACTERIAS NO
TUBERCULOSAS DE CRECIMIENTO RAPIDO EN FASE
LATENTE

R. Cremades, A. Santos, E. Lépez, J.C. Rodriguez, E. Garcia-
Pachén*, M. Ruiz, P. Lépez y G. Royo

S. Microbiologia; *S. Neumologia. Hospital General
Universitario de Elche. Universidad Miguel Herndndez.

Objetivo: Realizar un proceso de cribado para conocer los
farmacos mas activos frente a aislados clinicos de M. fortui-

tum, M. chelonae y M. peregrinum en fase latente de creci-
miento. Influencia de la combinacién de dos o tres farmacos
Material y métodos: Cepas: 26 aislados clinicos de M. for-
tuitum, 11 de M. chelonae y 2 de M. peregrinum. Se identi-
ficacién por métodos clasicos, por LIPA (Innogenetics) y por
secuenciacién del 16 S. Procedimiento: Un indculo bacteria-
no de 10° ufc se puso en contacto con una concentracién de
2 pg/ml de cada antibiético en caldo Mueller Hinton. Tras 3
dias de incubacién, se realizé un subcultivo en agar sangre
para comprobar la capacidad esterilizante de los farmacos
en este modelo in vitro. El estado latente de los microorga-
nismos se logré con un ajuste el pH del medio a 4,6. Anti-
bidticos: Frente a M. chelonae se ensayaron los siguientes
farmacos: claritromicina, amikacina, tobramicina, imipe-
nem, moxifloxacino y linezolid. Adema4s, se analizaron 14
combinaciones de 2 6 3 fairmacos. Frente a M. fortuitum y M.
peregrinum se analizaron: levofloxacino, moxifloxacino, cla-
ritromicina, amikacina, imipenem, linezolid, rifampicina y
doxiciclina. Ademds, se analizaron 16 combinaciones de 2 6
3 farmacos

Resultados: Frente a M. chelonae, ningtn farmaco sé6lo o en
asociaciéon muestra actividad frente a mas del 30% de las ce-
pas (4/11). La combinacién triple formada por claritromicina,
moxifloxacino y amikacina es la que presenta actividad fren-
te a més cepas.

Frente a M. fortuitum y M. peregrinum, los mejores resulta-
dos se obtiene con la asociacién entre moxifloxacino y alguno
de los siguientes farmacos: amikacina, imipenem, linezolid,
rifampicina y doxicliclina (actividad frente a 82,1% de las ce-
pas)

Conclusiones: El tratamiento de las infecciones por mico-
bacterias no tuberculosas es complejo debido a diversas cau-
sas: falta de correlacion de los estudios in vitro clasicos con
la respuesta clinica, necesidad de administrar tratamientos
prolongados con varios farmacos, etc. Se ha sugerido que la
capacidad esterilizante de los farmacos y su actividad sobre
microorganismos en fase latente pueden ser dos factores
muy importantes en la utilidad de los mismos. Nuestro tra-
bajo muestra que, entre los firmacos ensayados, ninguno
muestra buena actividad frente a M. chelonae en fase laten-
te, mientras que, frente a las otras dos especies estudiadas,
las combinaciones de moxifloxacino con varios farmacos
muestra resultados alentadores que deben ser confirmados
en ensayos clinicos o modelos animales.
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ACTIVIDAD IN VITRO DE ISONIACIDA, RIFAMPICINA
Y VARIAS FLUOROQUINOLONAS FRENTE A
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS: ESTUDIO DE LA
CAPACIDAD ESTERILIZANTE TRAS EXPOSICIONES
CORTAS

R. Cremades, A. Santos, E. Lépez, J.C. Rodriguez, E. Garcia-
Pachon*, M. Ruiz, P. Lépez, F. Loredo y G. Royo

S. Microbiologia; *S. Neumologia. Hospital General Univer-
sitario de Elche. Universidad Miguel Herndandez

Objetivo: Conocer la actividad de isoniacida, rifampicina y
varias fluoroquinolonas para esterilizar los cultivos de My-
cobacterium tuberculosis tras exposicién corta (1 6 2 dias)
Material y métodos: Cepas: Dos cepas de M. tuberculo-
sis sensibles a todos los farmacos por los métodos clasicos:
ATCC Mt 41323 y HGUE 35. Antibidticos utilizados: Iso-
niacida (0,1, 0,2, 0,5 ng/ml), rifampicina (1, 2 y 5 pg/ml),
ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino a (0,5, 1, 2 y
5 pg/ml).

Métodos: a.- Método de las proporciones: El estudio de la
sensibilidad a isoniacida y a rifampicina fue realizada me-
diante el sistema BACTEC y mediante el método de las pro-
porciones (Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda, Ma-
drid). b.- Concentracién minima inhibitoria: (J.C. Rodriguez
et al. Int J Antimicrob Agents 2002; 20: 464-7). c.- Concen-
tracién preventiva de mutaciones: Concentracion de antibi6-
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tico que inhibe el crecimiento de un elevado inéculo bacte-
riano 10'° ufc (J.C. Rodriguez et al. J. Antimicrob Chemother
2004; 53: 441-4). d.- Actividad esterilizante in vitro tras ex-
posicién corta a los fdrmacos: Se pusieron en contacto un in6-
culo bacteriano de 10° ufc con diversas concentraciones de
farmacos durante 1 y 2 dias; se comprobé la capacidad este-
rilizante de los mismos mediante subcultivos en medios sin
antibidticos. Limite de deteccion de la técnica: 2000 microor-
ganismos.

Resultados: A pesar de que las dos cepas presentan valores
semejantes y considerados como sensibles mediante la de-
terminacion de la CMI y la CPM, encontramos diferencias
importantes en la tercera técnica empleada.

Frente a la cepa ATCC 41323, isoniacida, rifampicina y mo-
xifloxacino muestran capacidad esterilizante de los cultivos
tras exposiciones de 1 y 2 dias; levofloxacino sélo presenta
esta actividad a dosis altas (1, 2 y 5 ug/ml) y ciprofloxacino
no se muestra activo a ninguna de las concentraciones ensa-
yadas. En cambio, ningin antibiético muestra capacidad es-
terilizante frente a la otra cepa

Conclusiones: Se ha comunicado que una de los mejores
métodos para controlar esta enfermedad es acortar los tra-
tamientos (Global Alliance for Tuberculosis Drugs Develop-
ment; 2001) por lo que los farmacos deben tener actividad es-
terilizante. Observamos que los farmacos comparados pre-
sentan diferencias en esta actividad, siendo isoniacida,
rifampicina y moxifloxacino los més activos. Por otra parte,
los resultados son diferentes en funcién de la cepa, a pesar
de que son consideradas ambas como sensibles por los méto-
dos clasicos. En este modelo, moxifloxacino es mds activa
que las otras fluoroquinolonas, sin embargo, deben realizar-
se estudios mas amplios, para comprobar la importancia cli-
nica de este parametro.
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UTILIDAD DE LA PCR A TIEMPO REAL EN EL
DIAGNOSTICO DEL DERRAME PLEURAL
TUBERCULOSO: MODELO EXPERIMENTAL

A. Santos, R. Cremades, J.C. Rodriguez, E. Garcia-Pachén*,
F. Loredo, N. Garcia, M. Ruiz, P. Lépez y G. Royo

S. Microbiologia; *S. Neumologia. Hospital General
Universitario de Elche. Universidad Miguel Herndndez.

Objetivos: Desarrollo de un modelo experimental para com-
parar la utilidad de diferentes sistemas de extraccién de
DNA en el diagnéstico del derrame pleural tuberculoso.
Material y métodos: Liquidos pleurales: Alicuotas de 1 ml
de volumen de 24 liquidos pleurales con cultivo negativo a
bacterias habituales y a M. tuberculosis. A cada alicuota se
le afiadié 1000 microorganismos de un cultivo de M. tuber-
culosis previamente cuantificado.

Métodos de extraccion de DNA comparados: Método A:
Sistema descrito por Van Embden et al (utilizacién de deter-
gentes, enzimas, fenol-cloroformo e isopropanol). Método B:
Lisis de la muestra y purificacién con QIAamp® DNA Mini
Kit. (Qiagen), Método C: TNAI mediante el robot Cobas AM-
PLIPrep (Roche). Método D: Proceso manual basado en pro-
cesos de congelaciéon y descongelacion. Método E: Procedi-
miento de congelacién y purificacién con la resina Chelex®
100. Método F: Proceso manual basado en calentamiento a
100°C. Método G: Sistema basado en la utilizacién de deter-
gentes (SDS y Tritén 20). Método H: DNA 1Q ™ Casework
Sample Kit mediante el robot Maxwell 16.

Cuantificacion del DNA: Mediante diluciones seriadas de
micobacterias previamente cuantificadas y comparacién del
numero de ciclos que amplifica la muestra.

Resultados: Existen grandes diferencias de sensibilidad en-
tre los sistemas ensayados, siendo el método B el que consi-
gue mejores resultados (detecta la presencia de DNA de mi-
cobacterias en todas las muestras y ademas obtiene més can-
tidad de DNA de micobacterias) seguido de método C
(detecta DNA en todas las muestras pero en menor canti-
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dad). El método A y E detectan DNA en 12 y 23 de 24 mues-
tras respectivamente. El resto de los procedimientos mues-
tran malos resultados.

En cuanto al tiempo de realizacion de cada muestra, tam-
bién existen grandes diferencias: A: 4 h 21’; B: 3 h 19’; C: 50’;
D:1h 42 E: 1 h 55; F: 33’ G: 35’; H: 30".

Respecto al coste por muestra, A: 0,52 €; B: 5,23 €; C: 10 €;
D: 0,16 €; E: 0,31 €; F: 0,16 €; G: 0,23 €; H: 2,25 €.
Conclusiones: Los trabajos publicados sefialan la poca sen-
sibilidad de la reaccién en cadena de la polimerasa en el
diagnéstico del derrame pleural; consideramos que una de
los procesos que se deben optimizar para mejorar la rentabi-
lidad diagnéstica de esta técnica, es la extraccion de DNA€
Nuestro trabajo sefiala diferencias significativas de sensibi-
lidad en funcién de la técnica empleada. El sistema de co-
lumnas de Quiagen con un tratamiento previo de la muestra
es el que muestra mas sensibilidad, seguido del sistema co-
mercializado por Roche, que aunque presenta menor capaci-
dad de extraccion del DNA, es maés facil de realizar aunque
mas costoso.
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QUANTIFERON®-TB-GOLD IN TUBE COMO
ALTERNATIVA A LA PRUEBA DE LA TUBERCULINA
EN EL DIAGNOSTICO Y MANEJO DE LA INFECCION
TUBERCULOSA

M.D. Lépez!, E. Pérez?, J. Gutiérrez®, S. de Tena?, M.I1. Lépez?,
J.C. Alados', J L. de Francisco!, C. de Miguel!, M.C. Carave?

y L. Calbo!

IS. Microbiologia, Hospital del SAS de Jerez. 2S. Infecciosas,
Hospital del SAS de Jerez. 3S. Medicina Preventiva, H.U. Puerta
del Mar. Cddiz.

Introduccién: La prueba de la tuberculina (PT) se ha utili-
zado como ayuda en el diagnéstico de la infeccién tuberculo-
sa (ITB) pese a sus limitaciones, debido a la baja sensibilidad
y especificidad. Se han desarrollado técnicas basadas en la
cuantificacién in vitro de la respuesta inmunitaria celular
mediante la determinacién de interferén-gamma (IFN-y) por
las células T sensibilizadas. QuantiFERON®-TB-Gold In Tu-
be (QFN-G) es un test que utiliza antigenos especificos
(ESAT-6 Y CFP-10) de estimulacién mejorando la sensibili-
dad y especificidad. Presenta una buena correlacién con la
PT, perfilandose como una buena alternativa.

Nuestros objetivos fueron medir la concordancia de los re-
sultados de la PT y QFN-G y establecer la indicacién correc-
ta del tratamiento de la ITB Latente (TIT) segtn los resul-
tados de la técnica.

Material y métodos: Analizamos los resultados de ambas
pruebas en 149 pacientes con riesgo de infeccién TB diferen-
ciados en 2 grupos: 83 contactos con enfermos TB (mayor o
menor a 6 horas/dia) y 66 pacientes pertenecientes a grupos
de riesgo (residentes en instituciones cerradas, sanitarios,
toxicomanos e inmigrantes).

Se determiné la produccién de IFN-y en sobrenadante de
sangre total mediante EIA por la técnica de QFN-G (Celles-
tis, Australia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se siguieron los criterios de SEPAR para la interpretacion de
la PT y para las indicaciones terapéuticas y las recomenda-
ciones del CDC para el uso de QF.

Para el andlisis de la concordancia se utilizé el indice Kappa
con precision de la estimacién mediante intervalo de con-
fianza del 95%.

Resultados: El 63% de los pacientes estaban vacunados con
BCG. En los contactos no vacunados se obtuvo una buena
concordancia entre ambas pruebas. En vacunados se obser-
v6 discordancia siempre a expensas de una PT positiva con
QFN-G negativo. En el grupo de riesgo sélo se obtuvo con-
cordancia en individuos vacunados en los que la PT resulté
7 15 mm.

Aplicacién clinica: En pacientes con PT positiva susceptibles
de TIT la indicacién se suprimié en el 50%. En pacientes con
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PT positiva no candidatos a TIT se asumi6 la indicacién en
un 20%.

Conclusiones: 1. En vacunados, el QFN-G presenta una
menor interferencia en los resultados que la PT. 2. La utili-
zacion de esta técnica permite seleccionar mejor a los candi-
datos a TIT. 3. La técnica presenta claras ventajas para el
paciente: rapidez en los resultados, objetividad en la inter-
pretacion, evita la doble visita de lectura y mejora la confi-
dencialidad.
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DIAGNOSTICO DE INFECCION TUBERCULOSA EN
PACIENTES CANDIDATOS A TRATAMIENTO ANTI-
TNFa: PRUEBA DE LA TUBERCULINA VERSUS
DETECCION EN SANGRE DE INTERFERON-GAMMA
S. Casas', X. Juanola?, X. Bordas?, A. Andreu?, R. Moure?,

F. Alcaide?, L. Anibarro®, E. Cuchi®, X. Suris'?, G. Salvador”’,
M. Esteve?, V. Ortiz', X. Martinez-Lacasa®, C. Marti'!,

J. Cuquet'?, R. Guerrero! y M. Santin!

!Unidad de Tuberculosis, Servicio de Enfermedades Infecciosas,
Hospital Universitari de Bellvitge, IDIBELL, L’Hospitalet de
Llobregat, Barcelona. *Servicio de Reumatologia, Hospital
Universitari de Bellvitge, IDIBELL, L’Hospitalet de Llobregat,
Barcelona. Servicio de Dermatologia, Hospital Universitari de
Bellvitge, IDIBELL, L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona.
4Servicio de Microbiologia, Hospital Universitari de Bellvitge,
IDIBELL, L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona. *Unidad de
Tuberculosis, Servicio de Medicina Interna, Complexo
Hospitalario de Pontevedra, Pontevedra. ’Servicio de
Microbiologia, Hospital Mutua de Terrassa, Terrassa, Barcelona.
’Servicio de Reumatologia, Hospital Mutua de Terrassa,
Terrassa, Barcelona. 8Servicio de Gastroenterologia, Hospital
Mutua de Terrassa, Terrassa, Barcelona. Servicio de Medicina
Interna, Hospital Mutua de Terrassa, Terrassa, Barcelona.
10Servicio de Reumatologia, 1'Servicio de Microbiologia,
2Servicio de Medicina Interna, Fundacié Hospital-Asil de
Granollers, Granollers, Barcelona.

Objetivos: Comparar la prueba de la tuberculina (PT) con una
prueba de deteccién en sangre de gamma-interferén (IFN-g)
para el diagnéstico de infeccién tuberculosa (ITB) en pacientes
con enfermedades inflamatorias previo al inicio de tratamiento
con agentes anti-factor de necrosis tumoral alfa (TNFa).
Métodos: Estudio multicéntrico, prospectivo, transversal,
de pacientes candidatos a terapia anti- TNFo valorados en 4
hospitales espafioles, desde octubre de 2006 a Octubre del
2007. El diagnéstico de ITB se basé en la historia previa de
ITB, la radiografia de térax, la PT en 2 pasos (primera PT y
“booster”) y la detecciéon en sangre de IFN-g mediante la
prueba de QuantiFERON® TB Gold-in Tube (QFT). Se con-
sideré la PT positiva si la induracién > 5 mm. Siguiendo las
guias del laboratorio, se consideré el QFT positivo cuando la
produccion de IFN-g en la muestra con antigenos de TB me-
nos el control negativo > 0,35 Ul/mL; se consideré indeter-
minado cuando la producciéon de IFN-g en el control positivo
era < 0,5 Ul/mL o cuando era > 8 Ul/mL en el control nega-
tivo. La concordancia entre la PT y el QFT se calculé me-
diante el indice kappa de Cohen (k).

Resultados: Se valoraron 155 pacientes, 80 (52%) mujeres,
media de edad 49 a. 12 (8%) eran inmigrantes. 69 (45%) pre-
sentaban artritis reumatoide, 32 (21%) psoriasis cutdnea, 28
(18%) espondiloartropatia, 14 (9%) artritis psoridsica, 11
(7%) enfermedad inflamatoria intestinal y 1 (1%) enferme-
dad de Behcget. 110 (71%) estaban recibiendo tratamiento in-
munosupresor, principalmente corticoides (40%). 34 (22%)
habian recibido vacunacién con BCG, 5 (3%) tenian historia
previa de ITB y 8 (5%) tenian la radiografia de térax patol6-
gica. La PT fue positiva en 48 (31%) (31 en la 1* PT y 17 en
la 2%) y 35 (23%) un QFT positivo (p < 0,01). De los 23 pa-
cientes con algin factor de riesgo de ITB, un 65% tuvieron la
PT positiva, frente a un 39% el QFT (p = 0,007). Una vez ex-
cluidos los pacientes con BCG, esta diferencia no fue signifi-

cativa (70% vs. 44%, p = 0,09). La concordancia entre las 2
pruebas fue del 81% (k = 0,52, IC95% IC 0,45-0,6), y no se vio
influida por el tratamiento de base (81% vs 79%; p = 0,8) ni
la vacuna BCG (73% vs 83%, p = 0,2). La concordancia en los
pacientes con alguna de las 2 pruebas positivas fue del 48%.
En los pacientes bajo tratamiento con corticoides, la propor-
cién de resultados positivos con el QFT es mayor que con la
PT en 2 tiempos (29% vs 25%, p < 0,001). Hubo 5 (3%) resul-
tados indeterminados con el QFT en relacién a una baja pro-
duccion de IFN-g en el control positivo.

Conclusiones: La concordancia global entre la PT y el QFT
es moderada, pero es baja en el grupo que presenta alguna de
las 2 pruebas positivas, lo cual limitaria el uso de QF'T como
tUnico método de diagndstico de ITB en esta poblacién. El re-
sultado del QFT se ve menos influido por el uso de corticoides
que la PT. La tasa de resultados indeterminados es baja.
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ANALISIS DE LAS MANIFESTACIONES CLINICAS Y DE
LA DEMORA DIAGNOSTICA TOTAL (DDT) EN EL
PACIENTE TUBERCULOSO

M. Moreno, M. Alonso, J.A. Mirén, H. Iglesias y M.C. Sdenz
Departamento de Medicina Preventiva, Salud Publica y
Microbiologia Médica. Hospital Clinico Universitario,
Salamanca.

Introduccion: El retraso diagnéstico es uno de los factores
que dificulta el control de la tuberculosis (TB). En los paises
desarrollados, la falsa creencia de que se trata de una enfer-
medad del pasado, supone, en muchos casos, que el paciente,
ante sintomas inespecificos, tarde en acudir al médico, y que
éste tenga un bajo indice de sospecha.

El objetivo general fue conocer las manifestaciones clini-
cas mas frecuentemente asociadas a TB y estimar la DDT en
esta patologia.

Material y métodos: Estudio descriptivo longitudinal,
basado en la revisién de historias clinicas de una cohorte
de pacientes de la Atencion Especializada del Area de Sa-
lud de Salamanca, con diagnéstico de TB e inicio de trata-
miento especifico entre 1-Enero-2000 y 31-Diciembre-
2004. Los casos de TB fueron seleccionados segun los cri-
terios de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolédgica
(RENAVE). Se defini6 DDT como el tiempo transcurrido
desde el inicio de los sintomas hasta el comienzo del tra-
tamiento; se excluyeron los pacientes asintomaéticos y
aquellos sin fecha de inicio de sintomas; no se pudo dis-
tinguir entre demora atribuible al enfermo (DE) y demora
imputable al sistema sanitario (DSS) por disponer dnica-
mente de informacién hospitalaria.

Resultados: El 45,5% de los pacientes analizados presen-
t6 tos con expectoracion; las formas mucopurulentas fueron
el tipo mas frecuente, en el 54,1%. En el 91,3% de los en-
fermos se confirmé la presencia de otros signos y sintomas;
los méas habituales fueron los sintomas generales, que en
un 63,5% aparecieron como unico cuadro clinico, en un
5,6% asociados a adenopatias y en un 30,9%, a otros sinto-
mas. El andlisis conjunto de las manifestaciones clinicas
evidenci6é que sélo en un 6,5% de casos el paciente no pre-
sent6 ninguna sintomatologia. El calculo de la DDT estimé
una mediana de 43 dias, un 50% central de pacientes con
retraso diagnéstico entre 23 y 91 dias, y extremos en 1y
1833 dias. En el 30,8% de los casos la DDT fue inferior a un
mes, en el 43,3% se situé entre 1 y 3 meses, y en el 25,8%,
por encima. En pacientes con infeccién por el VIH, la me-
diana disminuy6 hasta 37 dias, mientras que en VIH nega-
tivos fue de 45 dias, aunque sin diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0,05).

Conclusiones: La DDT en TB es elevada, sobre todo si te-
nemos en cuenta el caracter contagiante de algunos enfer-
mos. Para reducir estas cifras, seria recomendable educar
sanitariamente a los pacientes y que los profesionales sani-
tarios sigan pensando en la TB ante determinados sinto-
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mas, algo que es posible mediante una formacién continua-
da adecuada.
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LA COMPOSICION CLONAL DE LA POBLACION DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS PRESENTE EN
MUESTRAS CLINICAS PUEDE MODIFICARSE POR EL
CULTIVO

A. Martin, M. Herranz, M.J. Ruiz-Serrano, E. Bouza y D. Garcia
de Viedma

Microbiologia y Enfermedades Infecciosas. Hospital General
Universitario Gregorio Marafnion, CIBER Enfermedades
Respiratorias (CIBER-RES).

Introduccion: La aplicacién de las técnicas de genotipado
al andlisis de aislados clinicos de Mycobacterium tuberculo-
sis (MTB) ha revelado que la infeccién por este patégeno pre-
senta una complejidad clonal mayor que la asumida inicial-
mente. De este modo se han identificado con cierta frecuen-
cia fenémenos de reinfeccion, infeccion maultiple y
microevolucién. Los estudios genotipicos se realizan a partir
de aislados cultivados, puesto que se asume que éstos son un
reflejo fiel de la composicién clonal de los bacilos presentes
en la muestra clinica. Sin embargo, es posible que el cultivo
pudiera modificar la composicién clonal inicial.

Objetivo: Analizar si el cultivo puede modificar la composi-
cion clonal de la poblacién de M tuberculosis presente en la
muestra clinica.

Material y métodos: Se realizaron combinaciones in vitro
de 7 parejas de cepas de MTB en 5 proporciones diferentes
(90/10, 10/90, 95/5, 5/95, 50/50) y se cultivaron durante 3 se-
manas en Lowestein-Jensen. Se extrajo el DNA de cada una
de las mezclas antes y después del cultivo y se genotip6 por
MIRU-VNTR. Los productos de amplificacion se analizaron
por electroforesis tanto en gel de agarosa como capilar para
determinar, en las distintas parejas, la proporcién de cada
una de las cepas. Adicionalmente, se siguié una estrategia
equivalente combinando esputos baciliferos en parejas y ge-
notipando 30 colonias aisladas obtenidas a partir de la mez-
cla y tras su cultivo en medio liquido.

Resultados: En el ensayo de combinacién in vitro de cepas,
se detectaron cambios marcados en las proporciones de 4/7
parejas tras su cultivo, llegando en un caso a desaparecer
una de las cepas de la pareja. En el ensayo de combinacién
de esputos, en una pareja se identificaron diferencias en la
proporcion de las cepas antes (2/1) y después del cultivo
(1/26).

Conclusiones: El cultivo de distintas combinaciones in vi-
tro de cepas y esputos modificé frecuentemente las propor-
ciones iniciales de las cepas.

Es posible que la complejidad clonal identificada al trabajar
sobre aislados clinicos cultivados infravalore la existente en
las muestras clinicas.

Financiacion: FIS: 060882; 061467; 0690357;
CBO06/06/0058; Ana Martin es receptora de una beca FPI de
la Comunidad de Madrid cofinanciada por el Fondo Social
Europeo (Orden 5297/2006).
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SIGNIFICACION CLINICA DEL AISLAMIENTO DE
MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO RAPIDO EN
PACIENTES ADULTOS

Z.Vazquez!, A. Fernandez!, A. Andreu?, R. Moure?, R. Martin?,
M. Santin?y F. Alcaide!

1Servicio de Microbiologia y 2Servicio de Enfermedades
Infecciosas. Hospital Universitario de Bellvitge-IDIBELL.
REIPI. Barcelona.

Introduccién: El aislamiento clinico de las micobacterias
de crecimiento rapido (MCR) ha aumentado en los dltimos
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anos. Estos microorganismos pueden causar diversas infec-
ciones, tanto en pacientes sanos como inmunodeprimidos.
Objetivos: 1) Conocer la frecuencia y patogenicidad de los
aislamientos clinicos de MCR en pacientes adultos; 2) Estu-
diar las caracteristicas clinicas y microbiolégicas de estas in-
fecciones.

Materiales y métodos: Estudio retrospectivo de 15 afios
(1993-2007) de todos los pacientes con algin aislamiento de
MCR en el Hospital Universitari de Bellvitge. Los datos de-
mograficos, clinicos y microbiolégicos fueron registrados en
una encuesta estandarizada. La significacién clinica se rea-
liz6 segun los criterios de la American Thoracic Society
(2007) para los aislamientos respiratorios. En los demés ca-
sos, se denominé como infeccién definitiva cuando existi6 cli-
nica compatible con infeccién, aislamiento puro de la mico-
bacteria y ausencia de otra etiologia plausible.

Resultados: Un total de 48 casos fueron identificados en el
periodo de estudio. De ellos, 10 fueron excluidos: 7 sin datos
disponibles y 3 de significado clinico incierto. De los 38 casos
analizados, la media de edad fue de 59,3 afios y el 76,3% fue-
ron varones. Las 5 especies identificadas fueron: M. fortui-
tum (n = 20), M. chelonae (n = 14), M. mucogenicum (n = 2),
M. abscessus (n = 1) y M. peregrinum (n = 1). En el 94,7% (n
= 36) de los pacientes se detect6 algin factor predisponente
y en el 34,2% (n = 13) tuvieron infeccién definitiva por MCR.
No se detectaron diferencias significativas entre los casos
con y sin enfermedad respecto a la edad (61,1 vs 58,4 afos),
sexo (61,5% vs 84% de varones) y especie aislada (563,8% vs
52% de M. fortuitum). En 33 (86,8%) casos el origen de las
MCR fue respiratorio, siendo mayor en los pacientes sin in-
feccién definitiva (96% vs 69,2%). De los 5 aislamientos ex-
trapulmonares, 4 fueron patégenos. El tratamiento de la en-
fermedad por MCR fue farmacolégico en 11 casos, requirien-
do cirugia 3 de ellos y un caso fue exclusivamente quirdrgico.
La claritromicina fue el farmaco mas utilizado (n = 9) solo o
en combinacién (n = 7), sobre todo con aminoglucésidos (n =
5) y fluoroquinolonas (n = 5).

Conclusiones: Las MCR son un aislamiento relativamente
frecuente, especialmente M. fortuitum, seguido de M. chelo-
nae. Aunque estas micobacterias son microorganismos am-
bientales, pueden ser patégenas hasta en un tercio de los ca-
sos, especialmente en los aislamientos extrapulmonares.
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UTILIDAD DE GENOTYPE MTBDRPLUS PARA
IDENTIFICAR MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
RESISTENTE A RIFAMPICINA E ISONIACIDA EN
CEPAS Y MUESTRAS CLINICAS

A. Lacoma'?, N. Garcia'?, J. Ruiz-Manzano®?#, C. Prat!?4,

L. Haba'?, L. Fuenzalida'?, J. Maldonado® y J. Dominguez'**
!Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Fundacié Institut
d’Investigacié en Ciéncies de la Salut Germans Trias i Pujol.
Universitat Autonoma de Barcelona. Badalona. 2Servei de
Microbiologia. 3Servei de Pneumologia. “‘Ciber Enfermedades
Respiratorias. Instituto de Salud Carlos III. °Serveis Clinics de
Barcelona.

Objetivos: 1. Evaluar la utilidad de MTBDRplus para de-
tectar las mutaciones mas frecuentes en los genes rpoB,
katG y inhA en cepas clinicas de M. tuberculosis. 2. Deter-
minar su utilidad para detectar M. tuberculosis resistente a
RIF e INH directamente en muestra clinica.

Material y métodos: Se incluyeron 62 cepas clinicas carac-
terizadas por BACTEC 460TB (14 RIF¢/INHs, 36 RIF</INH*
y 12 RIFY/INH") y secuenciacién. De las cepas INH' también
se determiné la CMI. Se incluyeron ademas 65 muestras cli-
nicas, 39 de las cuales tenian baciloscopia positiva y 26 ne-
gativa. Procedian de 28 pacientes y las correspondientes ce-
pas clinicas también se estudiaron por BACTEC 460TB (31
RIFYINHs, 5 RIFYINH® and 29 RIFY/INH"). GenoType
MTBDRplus (HainLifescience, Nehren, Germany) combina
la amplificacion de material genético de M.tuberculosis con
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una técnica de hibridacién reversa en tiras de nitrocelulosa
que permite conocer el patrén de susceptibilidad a rifampici-
na (RIF) e isoniacida (INH).

Resultados: En el caso de las cepas clinicas, las concordan-
cias globales entre MTBDRplus y BACTEC 460TB para de-
tectar la susceptibilidad a RIF e INH fueron 98,3% (61/62) y
79% (49/62) respectivamente. La especificidad del test para
detectar ambas resistencias fue del 100% y la sensibilidad
del 91,7% (11/12) para RIF y del 73% (35/48) para INH. De
entre las 14 cepas resistentes por BACTEC 460TB con re-
sultado discordante para MTBDRplus, en sélo 3 casos la se-
cuenciacion revel6 mutaciones que tendrian que haber sido
detectadas por MTBDRplus. En las cepas con CMI > 1 pg/ml
la sensibilidad para detectar resistencia a INH fue del
85,7%. En este grupo la mutacion méas frecuente fue la
S315T en el katG, incluida en el test. Mientras que para las
cepas con CMI < 1 pg/ml la sensibilidad fue del 62,9%. Las
cepas con bajo nivel de resistencia presentaron con mas fre-
cuencia mutaciones no incluidas en el test.

Por lo que respecta a las muestras clinicas directas, se obtu-
vieron resultados vélidos en 51/65 (78,4%) casos. La concor-
dancia entre las dos técnicas para detectar susceptibilidad
en estas cepas fue del 98% (50/51) para la RIF y 96,2%
(49/51) para la INH. Las 14 muestras con resultado invalido
tenian baciloscopia negativa.

Conclusiones: El test MTBDRplus representa una herra-
mienta util y practica para el manejo de la tuberculosis, ya
que permite conocer el patréon de susceptibilidad a RIF e
INH de M. tuberculosis en cepa y muestra clinica identifi-
cando las mutaciones mas frecuentes asociadas a estas re-
sistencias.
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UTILIDAD DE LA DETECCION DE LA SINTESIS DE
INTERFERON-GAMMA POR CELULAS T
SENSIBILIZADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA
INFECCION TUBERCULOSA EN PACIENTES
INFECTADOS POR VIH

I. Latorre'?56, M. De Souza-Galvao®?, J. Ruiz-Manzano®%55,

C. Prat}?%8, A. Lacoma'?®, J. Maldonado®, S. Roses!?%, N. Altet,
R. Muga'*® y J. Dominguez'>56

!Hospital Universitari “Germans Trias i Pujol”. Fundacié
Institut en Ciéncies de la Salut “Germans Trias i Pujol”. Servei
de Microbiologia. 3Servei de Pneumologia. “Servei de Medicina
Interna. *Universitat Autonoma de Barcelona.
6CiberEnfermedades Respiratorias. Instituto de Salud Carlos III.
"Unidad de Prevencion y Control de la Tuberculosis de
Barcelona. 8Serveis Clinics de Barcelona.

Objetivos: Determinar la utilidad de las técnicas in vitro
basadas en la deteccion de IFN-gamma en el diagnéstico
de la infeccién tuberculosa en pacientes VIH positivos,
comparando los resultados con la prueba de la tuberculina.
Material y métodos: Se estudiaron por QuantiFERON-TB
GOLD In Tube, T-SPOT.TB y la prueba de la tuberculina 35
pacientes infectados por VIH, 3 de ellos con un ntimero de cé-
lulas CD4 inferior a 250 (cel/ul). En once casos los pacientes
presentaban cicatriz de vacunacién con BCG. Alicuotas de
sangre total y de células monociticas extraidas de sangre pe-
riférica, respectivamente, fueron estimuladas con los antige-
nos especificos de M. tuberculosis ESAT-6 y CFP-10. La sin-
tesis de IFN-gamma por las células T sensibilizadas se de-
terminé en los sobrenadantes de sangre total mediante
ELISA por la técnica del QuantiFERON-TB GOLD In Tubey
en células mononucleares mediante ELISPOT por la técnica
de T-SPOT.TB.

Resultados: T-SPOT.TB y QuantiFERON-TB GOLD In
Tube fueron positivos en el 25,7% (9/35) y el 31,4% (11/35)
de los casos, respectivamente, en cambio, la prueba de la
tuberculina fue positiva (> 5 mm) en el 48,6% (17/35). Las
diferencias entre las dos técnicas in vitro no fueron signi-

ficativas (P = 0,688). La concordancia global entre T-
SPOT.TB y QuantiFERON-TB GOLD In Tubefue de 82,8%
(x = 0,582), mientras que las concordancias globales del T-
SPOT.TB y QuantiFERON-TB GOLD In Tube con la tu-
berculina fueron de 73% (k= 0,436) y 81,1% (x = 0,611) res-
pectivamente. En los pacientes con ntimero de células CD4
inferior a 250 (cél/ul) se observé una concordancia de 100%
con la prueba de la tuberculina. No se obtuvo en ninguan ca-
so ningun resultado indeterminado por ninguna de las dos
técnicas in vitro. Si analizamos los resultados en los pa-
cientes no vacunados, T-SPOT.TB fue positivo en 15,8%
(3/19), QuantiFERON-TB GOLD In Tube en 31,6% (6/19) y
la tuberculina en 36,8% (7/19). El dnico paciente con me-
nos de 250 cél/ul no vacunado fue negativo por las tres téc-
nicas.

Conclusiones: 1) Aunque el nimero de pacientes es limita-
do y los resultados atin son preliminares, T-SPOT.TB pre-
senta un menor numero de resultados positivos en el diag-
noéstico de la infeccién tuberculosa en pacientes VIH que el
QuantiFERON-TB GOLD In Tube y la tuberculina. 2) Quan-
tiFERON-TB GOLDIn Tube muestra mayor concordancia
con la prueba de la tuberculina que T-SPOT.TB. 3) No de-
tectamos resultados indeterminados en ninguno de los pa-
cientes estudiados.
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CONCORDANCIA Y DISCORDANCIA DE LAS TECNICAS
DE INTERFERON-GAMMA EN EL DIAGNOSTICO DE LA
INFECCION TUBERCULOSA EN NINOS

1. Latorre?3%6, J. Dominguez®*>6, M.L. De Souza-Galvao'?®,

C. Mila!, M.A. Jiménez-Fuentes', E. Lara!, J. Ruiz Manzano?*%5,
P. Lozano!, C. Mata!, R. Cabus! y M.N. Altet!

!Unidad de Prevencién y Control de la Tuberculosis de
Barcelona. SAP de suport al Diagnostic i Tractaments. CAP
Drassanes, ICS. ?Hospital Universitario Germans Trias i Pujol.
Fundacié Institut en Ciéncies de la Salut Germans Trias i Pujol.
3Servicio de Microbiologia. *Servicio de Pneumologia.
5Universidad Auténoma de Barcelona. 5Ciber de Respiratorio.
Instituto de Salud Carlos II1.

Objetivos: Evaluar las dos técnicas para el diagnéstico in
vitro de la infeccién tuberculosa mediante la determina-
cion de la sintesis de interferén-gamma por las células T
sensibilizadas (QuantiFERON-TB-GOLD in tube ® y T-
SPOT.TB®).

Metodologia: Se investigaron 166 nifos a los que se practi-
c6 prueba de tuberculina mediante técnica de Mantoux se-
gun directrices de la OMS; el dintel de positividad se esta-
blecié en 5 mm de induracién en los contactos de casos de tu-
berculosis y 10 mm en los nifios procedentes de cribado
tuberculinico. Se realizé extraccion sanguinea y células mo-
nonucleares de sangre periférica, se estimularon con los an-
tigenos especificos de Mycobacterium tuberculosis ESAT-6 y
CFP10 mediante T-SPOT-TB ®y QuantiFERON-TB-GOLD
in tube®. Se comparan los resultados de ambas pruebas.
Resultados: Ambas técnicas concuerdan en 147/ 166 nifios
(88,6%) en los que se obtuvo el resultado de ambas pruebas,
con un coeficiente (k) del 0,803. No se demostré significacion
estadistica en el andlisis bivariante de las variables que pue-
den influir en la concordancia entre ambas. Sin embargo,
existe una correlacion positiva entre el n° de células y la can-
tidad de IFN-y que producen en los nifios que tiene concor-
dancia de ambas IGRAs: a mas células, mas IFN-y, pero és-
ta correlacién es negativa en los 19 nifios con discordancia de
ambas técnicas: cuando hay pocas células se produce mucho
IFN-y pero cuando hay muchas células, la cantidad total de
IFN-y disminuye.

Conclusiones: La discordancia de ambas técnicas sugiere
trastornos de la inmunidad frente a la infeccién tuberculosa
en los nifios, siendo posible que éste grupo sea los que més
se beneficiarian del tratamiento de la infeccién.
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EFICACIA DE LA RESPUESTA DINAMICA DE LAS
CELULAS T SENSIBILIZADAS PRODUCTORAS DE IFN-
GAMMA EN LA MONITORIZACION DEL TRATAMIENTO
ANTITUBERCULOSO Y UTILIDAD EN EL
DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS ACTIVA

I. Latorre'?45, M. De Souza-Galvao*®, J. Ruiz-Manzano'*45,

C. Prat'?*?, A. Lacoma'?#, C. Mila®, M.A. Jiménez5, S.
Blanco'?45, 1. Garcia'?, S. Roses!?, M. Pérez'?, J. Maldonado’,
N. Altet® y J. Dominguez!'**?

!Hospital Universitari “Germans Trias i Pujol” Fundacié Institut
en Ciéncies de la Salut “Germans Trias i Pujol”. 2Servei de
Microbiologia. *Servei de Pneumologia. ‘Universitat Autonoma
de Barcelona. °CiberEnfermedades Respiratorias. Instituto de
Salud Carlos II1. °*Unidad de Prevencién y Control de la
Tuberculosis de Barcelona. "Serveis Clinics de Barcelona.

Objetivos: Determinar la sintesis de interferén-gamma por
las células T sensibilizadas en pacientes con tuberculosis
(TBC) activa y estudiar la cinética de la respuesta de las cé-
lulas T en la monitorizacién del tratamiento antituberculoso.
Material y métodos: Un total de 93 pacientes con cultivo
positivo para Mycobacterium tuberculosis fueron estudiados
por las técnicas de QuantiFERON-TB GOLD In Tube (QFT-
G-IT) y T-SPOT.TB (TS.TB). Se clasificaron en dos grupos.
Grupo 1:79 pacientes con TBC pulmonar, 10 de ellos se mo-
nitorizaron durante el tratamiento antituberculoso: en el
momento del diagnédstico, entre el primer y el tercer mes de
tratamiento, y entre el tercer mes y el final de la terapia an-
tituberculosa. Grupo 2:14 pacientes con TBC extrapulmo-
nar. La sintesis de IFN-gamma por las células T sensibiliza-
das se determiné en los sobrenadantes de sangre total me-
diante ELISA por la técnica del QFT-G-IT y en células
mononucleares mediante ELISPOT por la técnica de TS.TB.
Resultados: En pacientes con TBC pulmonar que ain no habi-
an iniciado el tratamiento elTS.TBfue positivo en 30/36 (83,3%),
mientras que por QFT-G-ITen 25/36 (69,4%). En cambio, duran-
te el tratamiento, el TS.TB fue solo positivo en 30/43 (69,8%) y el
QFT-G-IT en 21/43 (48,8%). En los pacientes con TBC extrapul-
monar antes de iniciar el tratamiento, el TS.TB y el QFT-G-IT-
fueron positivos en 2/2 (100%) y durante el tratamiento en 5/12
(41,7%) respectivamente. En los diez pacientes monitorizados al
inicio y durante el tratamiento antituberculoso, los resultados
mostraron una variacién inter-individual en la cinética de la res-
puesta de las células T mediante la determinacién de la sintesis
de interferén-gamma. Aunque las diferencias no fueron significa-
tivas, el numero de células T especificas y la cantidad de IFN-
gamma liberado, aumenta una vez finalizado el tratamiento.

Conclusiones: 1. TS.TB muestra mayor sensibilidad que QFT-G-
IT en la deteccién de IFN-gamma en pacientes con TBC activa. 2.
Durante el tratamiento antituberculoso se reduce la respuesta de
las células T sensibilizadas. 3. La cinética de la respuesta de las cé-
lulas T es variable entre los diferentes pacientes monitorizados du-
rante el tratamiento. 4. Las técnicas basadas en la deteccién de IFN-
gamma pueden utilizarse de forma complementaria en el diagnés-
tico de la TBC activa, aunque hasta el momento, no pueden ser
utilizadas como herramienta en la monitorizacién del tratamiento.
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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS RESISTENTES
EN LOS PACIENTE DIAGNOSTICADOS DE
TUBERCULOSIS PULMONAR EN LA PROVINCIA

DE TOLEDO

A. Blanco!, V. Cano?, J. Gonzalez', M.A. Diaz?, M. Salas?,

R. Labra?, E. Sanchez?, P. Toledano? T. Nufiez? y A. Tutor?
12Servicio de Medicina Interna. Complejo Hospitalario de
Toledo. Hospital Tres Culturas. ?Hospital Virgen de la Salud.

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa, causa-
da por Mycobacterium tuberculosis. A pesar de ser una en-
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fermedad curable, prevenible y controlable, dista mucho de
ser erradicada. En 2005, la OMS informaba que la tuberculosis
continuaba aumentando en todo el mundo a razén de un 1% anual.
Actualmente se ha documentado la existencia de cepas resistentes a
algiin farmaco en todos los paises estudiados y, lo que es mas signifi-
cativo, ya se conocen cepas del bacilo resistentes a todos los antitu-
berculosos principales. En la actualidad la tuberculosis consti-
tuye la causa de muerte mas frecuente por agente infeccioso
y se considera un problema de salud publica de primera
magnitud.

Objetivos: Conocer la prevalencia cepas resistentes de My-
cobacterium tuberculosis en los pacientes diagnosticados de
tuberculosis pulmonar en la provincia de Toledo, determinar
la influencia de la inmigracién en la aparicion de resisten-
cias, e investigar los factores de riesgo en cada uno de los ca-
S0s.

Material y método: Estudio retrospectivo a partir de los
casos de tuberculosis pulmonar con cultivo positivo diagnos-
ticados en la provincia de Toledo entre enero de 2004 y di-
ciembre de 2007.

Resultados: Se identificaron 123 casos de tuberculosis pul-
monar, 90 espafioles y 33 extranjeros. Se ha detectado una
tasa total de resistencia a farmacos de primera linea del
14,6%. E1 22,2% de las cepas con resistencia la tenian a 1 s6-
lo farmaco; el 77,8% de las cepas tenian resistencia a 2 o méas
farmacos. Con relacion a los casos de tuberculosis pulmonar
en pacientes extranjeros, el 24,2% de las cepas presentaban
resistencia a farmacos de primera linea, de las cuales: el 12,
5% eran resistentes a 1 sélo farmaco, y el 87,5% de las cepas
eran resistentes a 2 o mas farmacos. Con relacién a los casos
de tuberculosis pulmonar en pacientes no extranjeros, el
11,1% de las cepas presentaban resistencia a farmacos de
primera linea, de las cuales: el 30% de las cepas eran resis-
tentes a 1 sélo farmaco, y el 70% de las cepas eran resisten-
tes a 2 o mas farmacos.

Conclusiones: En los tres dltimos afnos se constata un in-
cremento de los casos de tuberculosis pulmonar en la pro-
vincia de Toledo, asi como un incremento de cepas de Myco-
bacterium tuberculosis resistentes a farmacos de primera li-
nea. Llama también la atencion la alta tasa de cepas
resistentes a firmacos de primera linea en el subgrupo de
extranjeros (1 de cada 4).
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ALGORITMO PARA LA IDENTIFICACION DE
MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS EN UN
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA CLINICA

O. Esparcia?, M. Espaifiol!, C. Moreno!, M. Garrigé*? y P. Coll'?
1Servei de Microbiologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
Barcelona. ?Departament de Genética i Microbiologia,
Universitat Autonoma de Barcelona.

Objetivo: Describir el algoritmo de identificacién de mico-
bacterias no tuberculosas (MNT) aisladas en nuestro labora-
torio durante el periodo 2002 — 2006.

Material y métodos: A partir de los medios de aisla-
miento se estudi6 la velocidad de crecimiento, producciéon
de pigmento, crecimiento a distintas temperaturas y mor-
fologia microscépica. La identificacion de M. avium com-
plex (MAC), M. avium, M. intracellulare, M. kansasii y M.
gordonae se realizé mediante hibridacién con sondas Ac-
cuProbe (Gen-Probe, San Diego, CA). En aquellos aislados
con resultado negativo para las sondas se procedi6 a rea-
lizar el analisis del patréon de restriccion de un fragmento
del gen hsp65 (PRA hsp65). Los patrones obtenidos fueron
comparados con aquellos descritos en el dltimo algoritmo
publicado (Brunello F. et al. J Clin Microbiol 2001). En ca-
so de no obtener un patrén descrito se procedié a la se-
cuenciacion parcial del 16S rDNA. En aquellos casos en
los que no se pudo llegar a la identificacién de especie con
esta ultima técnica y en los que el patrén obtenido era
nuevo se procedi6 a la secuenciacion parcial de hsp65.
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Resultados: Durante el periodo estudiado se recuperaron
236 MNT. Fenotipicamente, 188 (79,6%) cepas correspondie-
ron a crecedores lentos y 48 (20,4%) a crecedores rapidos. Un
total de 102 (43.2%) aislados fueron identificados mediante
sondas AccuProbe. En 39 aislados se obtuvo un resultado po-
sitivo con la sonda de MAC (23 M. avium, 9 M. intracellula-
re, y 7 aislados no hibridaron con las sondas especificas de
M. avium y M. intracellulare). En los restantes 134 aislados
se realiz6 el PRA hsp65 lo que permiti6 la identificacién de
76 (56,7%). El patrén especifico de M. xenopi fue el mas fre-
cuentemente encontrado (n = 35). En las 58 cepas restantes
se procedié a la secuenciacion del 16S rDNA, lo que permitié
la identificaciéon de 53 (91,3%) cepas, siendo M. parascrofu-
laceum (n = 20) la m4s frecuentemente encontrada. Cinco ce-
pas no pudieron ser identificadas con esta técnica pero la se-
cuenciacion parcial de hsp65 si permitié identificar una de
estas cinco (M. mucogenicum). En cuatro cepas (1,6%) no se
logré la identificacién de especie. En este trabajo se descri-
ben tres nuevos patrones de PRA hsp65 (M. alvei, M. mage-
ritense y M. terrae).

Conclusiones: Nuestro algoritmo permiti6 la identificacion
de 232 MNT (98,3%). La hibridacién con sondas AccuProbe
permiti6 la identificacién de casi la mitad de MNT aisladas.
El dltimo algoritmo publicado para la interpretacion del
PRA hsp65 necesita ser actualizado.

151

CARACTERISTICAS CLINICO EPIDEMIOLOGICAS DE
LA TUBERCULOSIS EN EL AREA SANITARIA DE
TOLEDO EN LOS ANOS 1997-2007

E. Heredero, P. Zamarrén, C. Gémez, V. Martino, J.A. Rodriguez
y S. Brea

Servicio de Microbiologia, Hospital Virgen de la Salud. Complejo
Hospitalario de Toledo.

Introduccion: La tuberculosis constituye un importante
problema sanitario que en los ultimos afos se ha visto in-
crementado debido a diferentes factores, como el VIH o la in-
migracién. Esta enfermedad puede aparecer en cualquier lo-
calizacion. A pesar de que la forma de presentacion mas co-
mun es la pulmonar, la afectacién extrapulmonar constituye
también un importante problema clinico.

Objetivos: Analizar las caracteristicas clinicas y epidemio-
logicas de los pacientes diagnosticados de Tuberculosis en el
area sanitaria de Toledo durante el periodo 1997-2007, sus
principales factores de riesgo y formas de presentacion.
Material y métodos: Estudio descriptivo retrospectivo de
350 pacientes diagnosticados de Tuberculosis durante el pe-
riodo 1997-2007 en el area sanitaria de Toledo. Se estudian
todos los pacientes en los que se obtuvo cultivo positivo para
Mycobacterium tuberculosis. Las muestras fueron procesa-
das para cultivo en medio liquido MGITT-BD. El analisis es-
tadistico se realizé mediante el Test de Chi cuadrado. El ni-
vel de significacion estadistica fue p < 0,05.

Resultados: De los 350 pacientes, 251 fueron hombres
(71,7%). La edad media fue de 49,3 afos (mediana: 43; ran-
go intercuartilico: 32-68). Un 18,6% de los pacientes fueron
inmigrantes. E1 VIH fue positivo en 29 pacientes (8,3%). El
mantoux se realizé en 134 casos, de los cuales en 73 (20,9%)
resulté positivo.

Se recogieron datos de la historia clinica de 174 pacientes, de
los cuales un 63,2% tenian factores de riesgo que fueron los
siguientes: etilismo crénico 64 (36,4%), tuberculosis previa
32 (18,2%), EPOC 15 (8,5%), contacto con un caso de TBC 9
(5,1%), inmunosupresién 8 (4,5%), drogadicciéon 7 (4%), es-
tancia en instituciones penitenciarias 6 (3,4%).

Las localizaciones encontradas por orden de frecuencia fueron:
Pulmonar 260 (74,3%), Ganglionar 26 (7,4%), Pleural 19 (5,4%),
Genitourinario 14 (4%), Osteoarticular 9 (2,6%), SNC 7 (2%), Pe-
ritoneal 6 (1,7%), Partes blandas 5 (1,4%), Diseminada 3 (0,9%).
El Ziehl fue positivo en 156 casos (44,6%), variando en fun-
cion de la localizacién: pulmonar (58,9%), diseminada

(33,3%), osteoarticular (22,2%), genitourinaria (21,4%), gan-
glionar (20,8%), SNC (20%), pleural (10,5%), (p = 0,00).
Conclusiones: M4s de la mitad de los pacientes presenta-
ron factores de riesgo para el desarrollo de tuberculosis. Los
més importantes fueron el etilismo crénico y haber tenido
una tuberculosis en el pasado. El Ziehl positivo fue mas fre-
cuente en la TBC pulmonar.

En nuestra serie, la localizacién extrapulmonar més fre-
cuente es la ganglicnar, seguida de la pleural, genitouri-
naria y ostecarticular.
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FRECUENCIA DE AISLAMIENTOS CLINICOS DE
ESPECIES DEL GENERO MYCOBACTERIUM EN EL
AREA DE INFLUENCIA DEL DEPARTAMENTO DE
SALUD 5 DE LA COMUNIDAD VALENCIANA

R. Gunal!, M.R. Navarro?, R. Igual®, D. Gonz4lez-Granda?*,

J. Prat®, A. Garay®, Mallea®, O. Fraile®, T. Garcia-Lozano®

vy R. Borras®’

!Unidad de Microbiologia Hospital General Universitario,
Valencia. ?Laboratorios de Microbiologia, Hospital Vega Baja,
Orihuela, Alicante. *Laboratorios de Microbiologia, Hospital San
Francesc de Borja, Gandia, Valencia. “Laboratorios de
Microbiologia Hospital Lluis Alcanyis, Xativa, Valencia.
5Laboratorios de Microbiologia, Hospital de Sagunto, Sagunto,
Valencia. 6Servicio de Microbiologia, Hospital Clinico
Universitario, Valencia. "Departamento de Microbiologia,
Facultad de Medicina y Odontologia, Valencia.

Objetivo: Con la finalidad de conocer la frecuencia y distri-
bucién de las especies del género Mycobacterium identifica-
das en el Hospital de referencia del Departamento de Salud
5 de la Comunidad Valenciana, se ha realizado un estudio
retrospectivo de los resultados obtenidos en el periodo com-
prendido entre Enero de 2000 y Diciembre de 2007.
Material y métodos: Durante el periodo de estudio fueron
remitidos 448 aislados obtenidos de 302 pacientes de los De-
partamentos de Salud 4, 14 y 21, y fueron obtenidos en cul-
tivo 2.721 aislados a partir de 44.424 muestras clinicas
(6,1%) de 1.241 pacientes de los Departamentos de Salud 5,
9 y 12. Las muestras previa descontaminacién y concentra-
cion por el método de Kubica (N-acetil-cisteina + NaOH),
fueron inoculadas en medio de Léwenstein-Jensen con y sin
piruvato y en MGIT, y los medios de cultivo fueron incuba-
dos a 37°C en atmésfera convencional y en el Sistema BAC-
TEC MGIT 960 durante 60 y 45 dias, respectivamente. La
identificacion de los aislados se realiz6 mediante métodos
convencionales y moleculares (Gen Probe, bioMerieux; IN-
NO-LiPA Mycobacteria, Innogenetics; Genotype MTBC,
Hain Lifescience; secuenciacién).

Resultados: Los 1.543 aislados estudiados fueron identifi-
cados como pertenecientes a 22 especies diferentes. La pro-
porcion de M. tuberculosis complex frente a las micobacterias
atipicas fue de 2,8:1. Las especies mds prevalentes fueron M.
tuberculosis complex con 1.139 casos (73,8%), M. gordonae
(104; 6,7%), M. kansasii (97; 6,3%), M. avium complex (86;
5,6%), M. fortuitum (66; 4,3%) y M. chelonae (30; 1,9%). Las
restantes especies aisladas fueron: M. terrae (0,32%), M. ma-
rinum (0,3%), M. mucogenicum (0,2%), y M. falax, M. goodii,
M. insubricum, M. lentiflavum, M. nebraskense, M. nonchro-
mogenicum, M. peregrinum, M. scrofulaceum y M. szulgai
con un caso (0,06%), cada una de ellas. En el seno del com-
plejo M. tuberculosis se diferenciaron cuatro especies: M. tu-
berculosis, 1.123/1.139 (98,6%); M. bouvis, (7; 0,6%); M. ca-
prae (5; 0,4%) y M. africanum tipo 1 (4; 0,3%). En el comple-
jo M. avium se diferenciaron dos especies: M. avium, 58/86
(67,4%), y M. intracellulare (28; 32,6%).

Conclusiones: Los resultados obtenidos demuestran: 1°.-
Que en el area de influencia del Departamento de Salud 5 de
la Comunidad Valencia las especies mas prevalentes son M.
tuberculosis complex, M. kansasii y M. avium complex; 2*.-
La utilidad de los métodos moleculares como herramientas
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para la especiacién, ya que han permitido la identificacion de
especies poco frecuentes del complejo M. tuberculosis, M.
africanum tipo 1y M. caprae, y de micobacterias atipicas de
reciente descripcion.
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PREDIQCI()N DEL RIESGO DE INCUMPLIMIENTO
TERAPEUTICO DE LA TUBERCULOSIS EN PACIENTES
ATENDIDOS EN EL HOSPITAL DE REFERENCIA DE
UNA AREA URBANA DE ALTA ENDEMIA

M. Haydee Amaro, F. Sanchez, G. Vallecillo, R. Giierri,

A. Moreno, J.L. Lépez Colomés, T. Carbonell y J.A. Cayla
Servicio de Medicina Interna y Enfermedades Infecciosas.
Servicio de Epidemiologia. Hospital del Mar. Agencia de Salud
Publica. Barcelona.

Introduccién y objetivos: El tratamiento directamente
observado (TDO) para la tuberculosis es una de las princi-
pales estrategias de la OMS para mejorar el control de la en-
fermedad, pero su aplicacién depende de los recursos dispo-
nibles y, aunque es una medida de control prioritaria, no se
utiliza de forma homogénea. Los objetivos del presente tra-
bajo son: 1. Conocer los factores socio-culturales de riesgo
(FSCR) para la falta de cumplimiento terapéutico entre los
enfermos diagnosticados de tuberculosis (TB) en un hospital
universitario en el que se declaran méas de 100 casos al aio.
2. Crear una herramienta diagnéstica que ayude a detectar
pacientes con aquellos FSCR significativamente relaciona-
dos con el incumplimiento terapéutico para monitorizar la
adherencia y conseguir la finalizaciéon satisfactoria del tra-
tamiento.

Métodos: A partir del anélisis prospectivo de 2766 casos de
TB diagnosticados en el Hospital del Mar entre 1990 y 2006,
se ha determinado una regla de prediccién que estratifica los
pacientes en tres grupos, atendiendo al riesgo de abandono
del tratamiento (1 = riesgo bajo, 2 = riesgo moderado, 3 =
riesgo elevado). La regla asigna puntos basados en la edad,
la situacion de inmigracién reciente, la vida laboral activa y
la existencia concomitante de FSCR (presencia de alguna
condicion de aislamiento o exclusién social como alcoholis-
mo, uso de drogas, prision, sin domicilio fijo-sin techo, entor-
no de familia desestructurada).

Resultados: No existen diferencias significativas en la con-
clusion del tratamiento dentro de cada uno de los grupos de
riesgo identificados en el estudio. El porcentaje de abando-
nos oscila entre el 1y el 14% para los pacientes del grupo de
riesgo 1 (P = 0,22), del 15 al 25% para los del grupo de ries-
go 2 (P =0,67) y es méas del 25% para los del grupo de riesgo
3 (P = 0,12). Pertenecer al grupo 3 se asocia significativa-
mente con recibir tratamiento directamente observado
(TDO) en régimen de hospitalizacién (OR = 4,54; CI 95% =
2,87-8,23).

Conclusiones: La regla de predicciéon que se describe en es-
te trabajo identifica los pacientes con TB y alto riesgo de in-
cumplimiento terapéutico y puede ser util para el especialis-
ta a la hora de racionalizar los recursos del TDO en aquellas
situaciones en que éste no pueda aplicarse de forma univer-
sal.
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SENSIBILIDAD IN VITRO DE MICOBACTERIAS NO
PIGMENTADAS DE CRECIMIENTO RAPIDO A
TIGECICLINA Y OTROS 10 ANTIMICROBIANOS

R. Fernandez-Roblas, N.Z. Martin de Hijas, A.I. Fernandez,
D. Garcia-Almeida, I. Gadea y J. Esteban

Servicio de Microbiologia. Fundacion Jiménez Diaz.

Introduccién: El tratamiento de las infecciones causadas
por micobacterias no pigmentadas de crecimiento rapido in-
cluye el empleo de diversos antimicrobianos diferentes de los
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antituberculosos tradicionales. Sin embargo, la sensibilidad
de las distintas especies (e incluso de las distintas cepas de
la misma especie) es muy variable, por lo que es necesaria la
realizacion de estudios de sensibilidad especificos para cono-
cer los patrones de resistencia de estas MNPCR.
Objetivos: Estudiar la sensibilidad in vitro de tigeciclina y
otros 10 antimicrobianos en aislamientos clinicos y cepas de
coleccién de MNPCR.

Material y métodos: Se estudi6 la sensibilidad in vitro de
los aislamientos de MNPCR mediante la técnica de microdi-
lucién en placa. Los antibidticos estudiados fueron tigecicli-
na (TGC), eritromicina (E), claritromicina (CLA), azitromici-
na (AZT), ciprofloxacino (CIP), levofloxacino (LEV), amicaci-
na (AK), tobramicina (TB), cefoxitina (FOX), doxiciclina
(DOX) y cotrimoxazol (SXT).

Resultados: Se estudiaron un total de 185 cepas de las si-
guientes especies: M. abscessus (10), M. alvei (3), M. brumae
(1), M. chelonae (32), M. elephantis (1), M. fortuitum (91), M.
goodi (1), M. immunogenum (1), M. mageritense (6), M. mu-
cogenicum (7), M. peregrinum (23), M. porcinum (2), M. se-
negalense (1), M. septicum (2), M. smegmatis (3) y M. wo-
linskyi (1). Los resultados (CMI,, en mg/L) de las cepas con
mayor ndamero de aislamientos (N > 5) se describen en la ta-
bla:

Especie TGC E CLAAZT CIP LEV AK TB FOX DOX SXT

M. abscessus 06 16 1 2 8 32 8 16 32 >64 >64
M. chelonae 0,5 >64 4 16 2 8 16 16 >64 64 32
M. foruitum 0,25 >64 16 >64 0,12 0,25 2 32 32 64 1
M. peregrinum 0,06 16 2 64 0,06 025 1 8 16 32 1
M. mucogenicum 0,5 32 16 >64 4 8 8 8 32 34 64
M. megeritense 0,25 >64 16 16 0,25 1 >64>64 32 16 8

Conclusiones: Tigeciclina presenté las CMIs més bajas en
todas las especies estudiadas con un numero significativo de
cepas. Entre los macrélidos, claritromicina presenté las
CMIs mas bajas, asi como ciprofloxacino entre las quinolo-
nas. Destaca la presencia de 3 cepas resistentes a amicacina
en M. mageritense (2) y M. chelonae (1), asi como 2 cepas de
sensibilidad intermedia (1 M. fortuitum y 1 M. chelonae). Ce-
foxitina y doxiciclina fueron poco activas in vitro, asi como
cotrimoxazol (excepto en M. fortuitum y M. peregrinum). M.
peregrinum fue, globalmente, la especie més sensible.
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EVALUACION DE LA TECNICA DE E-TEST PARA EL
ESTUDIO DE SENSIBILIDAD A TIGECICLINA EN
MICOBACTERIAS NO PIGMENTADAS DE
CRECIMIENTO RAPIDO

N.Z. Martin de Hijas, R. Ferndandez Roblas, A.I. Fernandez,
D. Garcia-Almeida, I. Gadea y J. Esteban

Servicio de Microbiologia, Fundacién Jiménez Diaz.

Introducciéon: La sensibilidad de las distintas especies de
micobacterias no pigmentadas de crecimiento rapido
(MNPCR) es muy variable, por lo que es necesaria la reali-
zacion de estudios de sensibilidad especificos para conocer
los patrones de resistencia de estas MNPCR. Estos estudios
son poco utilizados por su complejidad, habiéndose emplea-
do como alternativa la técnica de E-test para otros antimi-
crobianos con resultados variables.

Objetivos: Estudiar la correlacion entre la técnica de E-test
y la técnica de referencia de microdilucién en caldo para el
estudio de la sensibilidad de MNPCR a tigeciclina.
Material y métodos: Se estudié la sensibilidad in vitro de
los aislamientos de MNPCR mediante la técnica de microdi-
lucién en placa. El estudio de sensibilidad mediante E-test
se realiz6 en placas de agar Miiller-Hinton con 5% de sangre
de carnero e incubacién durante 3 dias a 30°C, con un inécu-
lo de 1 McFarland. Para el analisis de los datos se defini6 co-
mo concordancia la obtencién de una CMI igual en las dos
técnicas, error menor la obtenciéon mediante E-test de una
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CMI inferior a la obtenida por microdilucién, y error mayor
la obtencién mediante E-test de una CMI superior a la obte-
nida por microdilucién.

Resultados: Se estudiaron un total de 169 cepas de las si-
guientes especies: M. abscessus (10), M. chelonae (32), M. for-
tuitum (91), M. mageritense (6), M. mucogenicum (7), M. pe-
regrinum (23). La correlacion de resultados permitié estable-
cer una concordancia en 61 cepas (12 M. chelonae, 34 M.
fortuitum, 2 M. mageritense, 2 M. mucogenicum 'y 11 M. pe-
regrinum), mientras que se detectaron 77 errores menores (4
M. abscessus, 13 M. chelonae, 45 M. fortuitum, 3 M. mageri-
tense, 2 M. mucogenicum y 10 M. peregrinum) y 31 errores
mayores (6 M. abscessus, 7 M. chelonae, 12 M. fortuitum, 1 M.
mageritense, 3 M. mucogenicum y 2 M. peregrinum). Si se eli-
minan los errores de sélo una dilucién, el nimero de errores
mayores y menores disminuye a 13 y 50 respectivamente.
Conclusiones: S6lo se pudo objetivar una correlaciéon entre
los resultados obtenidos mediante las dos técnicas en el
36,1% de los casos, si bien en el 45,6% de los casos el error
obtenido fue una CMI por E-test menor que la obtenida me-
diante la técnica de referencia (en 27 casos el error fue de s6-
lo 1 dilucién), y en 18,3% el error fue una CMI mayor (en 18
casos el error fue de sélo 1 dilucién). La técnica de E-test no
es una buena alternativa para el estudio preciso de la CMI
en MNPCR.
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TOXICIDAD DEL TRATAMIENTO DE LA INFECCION
LATENTE TUBERCULOSA

L. Anibarro!, S. Casas?, D. Sande!, L. Gonzalez?, J. Paz?,
M.R. Guerra?, A. Penal, J. Dorca* y M. Santin?

Unidade de Tuberculose, Servicio de Medicina Interna,
Complexo Hospitalario de Pontevedra, Pontevedra. 2Unidad de
Tuberculosis, Hospital Universitari de Bellvitge, Barcelona.
3Unidade de Tuberculose, Medicina Preventiva, Complexo
Hospitalario de Pontevedra, Pontevedra. ‘Unidad de
Tuberculosis, Servicio Neumologia®, Hospital Universitari de
Bellvitge, Barcelona.

Objetivos: Determinar las caracteristicas de la toxicidad
del tratamiento de la infeccién latente tuberculosa (TIT),
evaluar su seguridad y analizar factores de riesgo que obli-
gan a su interrupcién.

Material y métodos: Estudio observacional, ambispectivo
de pacientes que inician TIT en la Unidad de TB de dos hos-
pitales espafioles de enero 2004 a marzo 2007. Se realizaron
controles clinicos y analiticos basales, al primer mes y cada
2-3 meses. Se constaté la presencia de sintomas sugestivos
de hepatotoxicidad. Las variables analizadas como posibles
predictoras de interrupcion del TIT por toxicidad fueron la
edad, sexo, alcoholismo, diabetes, desnutricién, tratamiento
con otros farmacos potencialmente hepatotéxicos, serologia
VHB/VHC, valor basal de transaminasas, episodio previo de
TIT y tipo de tratamiento indicado.

Resultados: Se incluyeron inicialmente 669 episodios de 645
pacientes que iniciaron TIT. Se excluyeron para el estudio los
pacientes que abandonaron voluntariamente el tratamiento (n
= 87), suspension de isoniacida por resistencia del caso indice
(n = 3), traslados a otra drea (n = 3) y muerte sin relacién con
el TIT (n = 1). Se analizaron finalmente 575 episodios en 554
pacientes. La media de edad fue 41 afios (58% mayores de 35
anos), el 52% eran mujeres. El valor basal de transaminasas es-
taba alterado en 77 pacientes (14%). La pauta mas indicada fue
isoniacida 6-9 meses (91%). 176 pacientes (31%) presentaron
algun efecto secundario en el primer mes, de ellos 131 por alte-
racién en niveles de transaminasas. 63 episodios (11,0%) pre-
sentaron toxicidad que obligé a la suspension definitiva (n = 29)
o al cambio en la pauta (n = 34). La interrupcion del TIT fue an-
tes del segundo mes en el 81%. La hepatitis fue la causa mas
frecuente de indicacion de interrupcion (76%), seguida de into-
lerancia digestiva (9%) y cefalea (3%). Sélo el 27% de los pa-
cientes en los que se suspendi6 el tratamiento por hepatotoxi-

cidad referian sintomas. El 82% de pacientes que suspendieron
el tratamiento por hepatitis téxica presentaban alteracién de
transaminasas en los dos primeros meses. El andlisis multiva-
riante identific6 como factores de riesgo de interrupcion del TIT
por toxicidad la edad (OR 1,03 por afio de edad, IC95% 1,01-
1,04) y diabetes (OR 6,45 IC95% 1,22-34,06).

Conclusiones: Se debe considerar la realizacién de contro-
les de transaminasas en todo paciente que inicia TIT, espe-
cialmente en los primeros meses de tratamiento, pacientes
de edad avanzada y diabéticos.
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TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTE: IMPACTO DE
LA INMIGRACION EN LOS DIAGNOSTICOS DE
ENFERMEDAD TUBERCULOSA DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE FUENLABRADA, DEL AREA SUR
DE MADRID

N. Cabello, J.V. San Martin, J.M. Ruiz-Giardin, A. Barrios,

E. Canalejo, J. Hinojosa y A. Zapatero

Medicina Interna, Hospital Universitario de Fuenlabrada.
Madrid.

Introduccion: La tuberculosis (Tb) ha aumentado en algunas
zonas de Espana a partir del 2005 y nuestras tasas triplican las
de la Unién Europea. Entre las causas que provocan esta si-
tuacién epidemioldgica ocupa un lugar destacado el incremen-
to de casos de tuberculosis en poblacién inmigrante en relacion
con el cambio demogréfico y la llegada masiva de inmigrantes
a Espania desde el afio 2000. Segun datos del Registro Regional
de Casos de la Comunidad de Madrid (CAM), la tasa de inci-
dencia de Tb en extranjeros ha sido de 42,8 casos por 100.000
habitantes en el ano 2004. Del total de casos, 345 (35,1%) se
dieron en personas nacidas fuera de Espania. Lo mas destaca-
ble del informe es la tendencia de casos de origen no espanol
que continda siendo significativamente creciente. La definicién
de Tuberculosis multirresistente (MDRTB) es una cepa de M.
Tuberculosis resistente in vitro a isoniacida y rifampicina y Th
con multiresistencia ampliada (XDRTB) si ademas es resisten-
te a quinolona y a 1 o més drogas antitb inyectables (OMS oct
2006).De 982 casos de Tb registrados en el 2004 en la CAM, s6-
lo en 362 (36,9%) se dispone de resultados del estudio de sensi-
bilidad ante los tuberculostaticos, detectdandose resistencia a
isoniacida en 50 casos (68,5%) en 17 casos (23,3%) a rifampici-
na, en 9 (12,3%) a etambutol y en 23 casos (31,5%) a estrepto-
micina. Se ha comunicado resistencia al menos a isoniacida y
rifampicina en 15 casos (4,1%). Diversos grupos de trabajo y So-
ciedades Cientificas recomiendan buscar tuberculosis en inmi-
grantes cuando contactan por primera vez con el sistema sani-
tario, fomentar el tratamiento directamente observado (TDO) y
mejorar la vigilancia epidemioldgica tanto de la infecciéon por
VIH como de la Th. Decidimos hacer un seguimiento prospecti-
vo de todos los casos de Tuberculosis diagnosticados en nuestro
hospital desde el momento de su apertura, incluyendo estudio
de sensibilidades de nuestras cepas de micobacterias, dado que
se ha detectado Tb con resistencia a farmacos en todos las zo-
nas en que se ha estudiado y por tratarse de un problema cli-
nico y epidemiolégico emergente a nivel mundial. Es conse-
cuencia de un mal tratamiento de la enfermedad tuberculosa,
con responsabilidad atribuible, por tanto, al Sistema Sanitario.
Objetivos concretos: 1. Evaluacion de la incidencia y pre-
valencia de la enfermedad tuberculosa en poblacion inmi-
grante y descripcion de las caracteristicas clinico-epidemio-
l6gicas de los nuevos diagnésticos de tuberculosis en nuestro
medio. 2. Estudiar la prevalencia de resistencias a tubercu-
lostaticos en los nuevos diagnésticos de tuberculosis en in-
migrantes y en poblacion general y las implicaciones que se
deriven en cuanto a los farmacos de eleccion. 3. Identificar
problemas en el manejo de la tuberculosis en la poblacion in-
migrante con especial atencién a: 3.1. Diferencias en cuanto
a las formas de presentacion clinica, 3.2. Adherencia al tra-
tamiento, que pueda condicionar mayor generacién de resis-
tencias, 3.3 Consumo de recursos (ingreso hospitalario, tra-
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tamiento directamente observado etc), 3.4 barreras cultura-
les especificas y aspectos socioecon6micos

Hipétesis: La poblacién inmigrante estd aumentando de for-
ma muy importante en los tltimos anos en toda Espana y en
concreto en Madrid y en nuestra area sanitaria, lo que podria
incidir en el aumento de nuevos diagnésticos de enfermedad
tuberculosa y sobre todo en el aumento de prevalencia de ca-
sos con resistencias primarias y secundarias al tratamiento tu-
berculostético, con las implicaciones correspondientes en Sa-
lud Publica. Las carateristicas clinico-epidemiolégicas de la
enfermedad tuberculosa en esta poblacién, asi como los pro-
blemas especificos de manejo de estos pacientes no esta bien
definido, lo que afiade dificultades para afrontar el problema
desde el punto de vista de la prevencién y el tratamiento
Diseiio: Se trata de un estudio de cohortes prospectivo en el
que los sujetos de estudio son los pacientes diagnosticados de
tuberculosis que han nacido fuera de Espana. Los resultados
obtenidos en estos pacientes se comparan con pacientes con
diagnéstico de tuberculosis y espaiioles.

Ambito del estudio: El estudio se ha realizado entre los pa-
cientes diagnosticados de Tb en el Hospital Universitario de
Fuenlabrada. El periodo de reclutamiento es el comprendido
entre Junio del 2004 y Diciembre del 2007 y el periodo de se-
guimiento es de al menos un afo desde el diagnéstico.
Sujetos del estudio: todos los pacientes diagnosticados de
Tb desde la apertura del Hospital de Fuenlabrada (junio
2004) hasta la fecha de cierre del periodo reclutamiento (di-
ciembre del 2007) ingresados o en seguimiento en las con-
sultas de Medicina Interna, Neumologia u otras del hospital
que no sean espafoles. Se registraron simultdneamente los
casos en pacientes espaiioles, lo que permite realizar compa-
raciones con esta poblacion

Analisis estadistico: Datos en formato ACCESS para la re-
cogida de todas las variables. El andlisis se realizé con el pa-
quete estadistico SPSS version 13 para Windows
Resultados: El nimero total de casos incluidos en el estudio
hasta la fecha es de 135 (n = 135). La edad media de los casos
es de 40,68 anos (rango de 1 a 86), la mayoria varones (72,7%),
casi la mitad extranjeros (47,7%). Por pais de origen, 36% sub-
saharianos, 26% Europa del Este 17% Magreb, 17% latinoa-
mericanos, 4% otros. La localizacién de la Tb fue pulmonar en
el 72,7% de los casos, baciliferos 52,7% y con infeccion VIH de
base 9,1%.Comparando ambos grupos, presentaban diferen-
cias significativas respecto a la edad (mas jévenes los extran-
jeros, p > 0,05) con tendencia a mayor porcentaje de resisten-
cia a farmacos en extranjeros (5 casos vs 1 caso p = 0,01) y en
VIH positivos. El 4,4% de los casos de Tb tenian resistencia al
menos a 1 farmaco de primera linea, aumentando la inciden-
cia del 2005 (6,6% de los casos) al 2007 (12,7%). El porcentaje
de multirresistencia global ha sido del 2,9%

Conclusiones: Nuestros casos de Tb son: 1. Varones jéve-
nes, con amplio rango de edad (pediatria a geriatria. 2. Alto
porcentaje de inmigrantes (casi 50%) sobre todo de Africa
Subsahariana y Europa del este (Rumania). 3. Localizacién
fundamentalmente pulmonar, baciliferos 50%. 4. Porcentaje
considerable de resistencias, que se concentran en VIH e in-
migrantes 5. Todos nuestros pacientes con Tb resistente se
han incluido en tdo. 6. Se ha realizado estudio de resisten-
cias al 100% de las cepas de micobacterias.
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ABORDAJE BIOLOGICO, PSICOLOGICO Y SOCIAL EN
COLECTIVOS VULNERABLES CON TUBERCULOSIS
M.T. Penafiel!, M.L. Sanchez!, M.R. Jiménez!, S. Vallejo?,

M.J. Jiménez!. INDAL TB

Equipo de Tuberculosis del Distrito de Atencion Primaria
Poniente de Almeria-Unidad de Medicina Tropical H. Poniente’,
Centro de Salud Santa Maria del Aguila. Unidad de
Investigacion?, Distrito Poniente Almeria.

Introduccion: El control de la TB en el poniente almerien-
se, zona de invernaderos con elevada incidencia de la TB en
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inmigrantes frecuentemente en situacién de precariedad
(idioma, infravivienda, ilegalidad, dispersion..), requiere la
intervencién integral con un equipo (UTB) interdisciplinario
especifico (médico, DUE y asistente social). Se realiza una
estrategia bio-psico-social, individualizando cada caso. Uno
de sus objetivos es el control de la adherencia del tratamien-
to.

Objetivos: I) Describir las cargas de trabajo que suponen
para la UTB, las actuaciones mas frecuentes de este progra-
ma integral. II) Conocer el efecto de esta intervencion sobre
la TB del inmigrante en el Poniente almeriense valorando el
resultado del seguimiento y el grado de satisfaccion del
usuario.

Material y métodos: Muestra: 83 pacientes (inmigrantes
61 (73,49%), hacinamiento 31(37,3%), barrera idiomaética
37/61 (60,6%)) atendidos por la UTB durante el ano 2006.
Fuente de informacién: historia clinica de UTB. Variables de
carga de trabajo: i) tiempo dedicado a la preparacion del tra-
tamiento individualizado, ii) lugar de supervision (domicilio,
centro sanitario), iii) nro. visitas por enfermo, iv) dispersion
de la vivienda, v) casos que requieren intervencién de me-
diador-interprete, vi) coordinacién y aplicaciéon del programa
personalizado, vii) recaptacion de casos tras desplazamien-
tos o traslados. Hospitalizacién durante supervision. Varia-
bles de efecto de la intervencién: i) resultado del seguimien-
to, ii) satisfaccion usuario, iii) opinion del Equipo UTB sobre
el grado de adherencia al tratamiento.

Resultados: Objetivo 1: El tiempo medio de tratamiento in-
dividualizado fue de 315 minutos/paciente. El 90,3% (73) de
los pacientes tuvieron un seguimiento domiciliario, recibien-
do una media de 21 visitas por caso y requiriendo la partici-
pacién de mediadores al menos 20 enfermos. Coordinamos
los traslados con el destino en 31 casos y se recapturaron a
los 15 (100%) que regresaron durante el tratamiento. El 12%
(10 casos) fueron hospitalizados durante la supervisiéon del
tratamiento. Objetivo 2: completaron el tratamiento 62/67
(92,5%) pacientes, abandonaron 3 (4,5%) y fallecieron 2 (3%).
De los que completaron el tratamiento, la satisfacciéon mani-
festada por el usuario fue buena en 98% y en opinién del
Equipo UTB, el 97% de ellos con buena adherencia al trata-
miento.

Conclusion: La supervisién individualizada de un trata-
miento complejo en una poblacién vulnerable ha facilitado el
cumplimiento del tratamiento, con un grado de satisfaccion
aceptable por parte del paciente y de la UTB.
Agradecimientos: FIS (030986, 060882, 061467, 0690490,
0690357), J. Andalucia (05151, 06453).
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REVISION DEL ESTUDIO DE CONTACTOS DE LAS
TUBERCULOSIS (TBC) EN LA PROVINCIA DE GIRONA
EN UN PERIODO DE 7 ANOS

J. Cucurull}, S. Vega!, N. Follia?, M. Sabaté?, N Camps?,

Z Gonzalez de Valle! y Grupo de Estudio de la Tuberculosis

en Girona (GETGI)?

IServicio de Medicina Interna, Hospital de Figueres. Fundacié
Salut Emporda. 2Seccion de Epidemiologia, Serveis Territorials
de Salut a Girona. Hospital Sant Jaume (Olot), Parc Sanitari
Marti Julia (Salt), Hospital Comarcal de la Selva (Blanes),
Hospital Dr Josep Trueta (Girona), Hospital de Campdevanol

Introduccioén: El estudio de los contactos de los pacientes
diagnosticados de TBC es una actuacién fundamental para
la deteccion de focos de enfermedad, de nuevos enfermos y
para la instauracién de quimioprofilaxis (QP) para reducir
las tasas de incidencia en el futuro.

Objetivo: Analizar los estudios de contactos realizados un
periodo de 7 anos.

Pacientes y método: Revision de los informes anuales des-
de el ano 2000 al 2006, elaborados a partir de los formularios
estandarizados de estudio y seguimiento de los contactos de
los casos de TBC declarados en la provincia de Girona.
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Resultados: Se estudiaron 4566 contactos (6,3 por caso) de
729 TBCs (85,7%), en los casos de pacientes baciliferos el
89% el afio 2001, 95% o superior los afios 2002, 2003 y 2005
y el 100% los anos 2000, 2004 y 2006. Los contactos procedi-
an del entorno familiar 2588 (56,7%) laboral 1065 (23,3%),
escolar 527 (11,5%), lddico 303 (6,6%) y otros 83 (1,8%). Se
considero convivencia de alta intimidad (G I) en 1121
(24,65), media intimidad (G II) 1728 (37,8%) y baja intimi-
dad o esporadicos (G III-IV) 1708 (37,4%), no constaba e 9 ca-
sos. Se detectaron 38 con enfermedad activa (0,8%), No in-
fectados y no candidatos a QP 2744 (60,1%) presentaron vi-
raje 120 (4,4%) no acudieron para realizar el segundo PPD
466. Se instauré QP primaria en 388 (8,5%) la completaron
279 (71,9%), presentaron viraje 36 (9,3%) y se perdi6 el se-
guimiento de 77 (19,8%). Se prescribié QP secundaria en 784
(17,2%), completaron el seguimiento 562 (71,7%) y se per-
dieron 217 (27,7%). Registramos 36 (4,3%) casos de hepato-
toxicidad en los 841 pacientes que acudieron a las visitas de
seguimiento. De las pérdidas de seguimiento 396 (15,3%) co-
rrespondian al entorno familiar, 243 (22,8%) al laboral, 36
(6,8%) al escolar, 62 (20,5%) al ludico y 23 (27,7%)a otros. Se-
gun el grado de convivencia G I 178 (15,9%), G 11 292 (16,9%)
y G III-1V 283 (16,6%) (porcentajes referidos al total de cada
entorno i cada grado de convivencia en particular). Del total
de las pérdidas (617, excluido el afio 2000) 561 (90,9%) co-
rrespondian a casos con baciloscopia i/o Lowenstein positi-
vos. 133 (26%) correspondian a inmigrantes (de un total de
511, excluidos los afios 2000 y 2001)

Conclusiones: 1) El porcentaje de casos en el que se estu-
dian contactos es alto pero debemos mejorar el seguimiento
para reducir el numero de pérdidas. 2) Se estudian practica-
mente todos los casos baciliferos. 3) Hemos hallado casi un
10% de virajes en los casos a los que se prescribié QP pri-
maria. 4) Los entornos con menor porcentaje de pérdidas de
seguimiento son el escolar y el familiar. 5) No existen dife-
rencias en el porcentaje de pérdidas de seguimiento entre los
diferentes grados de convivencia. 6) La incidencia de hepa-
totoxicidad es baja (< 5%).
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EVALUACION DE LOS RESULTADOS DEL PROGRAMA
DE CONTROL EXTERNO DE CALIDAD SEIMC PARA EL
DIAGNOSTICO DE MICOBACTERIAS

R. Gunal, N. Orta!, M. Ovies!, JL. Pérez'?, C. Gimeno'?
Servicio de Microbiologia®? Departamento de Microbiologia®.
Programa de Control Externo de Calidad SEIMC". Hospital
Clinico Universitario y Facultad de Medicina de Valencia®.
Hospital Son Dureta de Palma de Mallorca®

Objetivo: Evaluar los resultados obtenidos por el Programa
de Control Externo de Calidad SEIMC (CCS) en la identifi-
cacién de micobacterias.

Material y métodos: Durante los afios 1998-2006 se reali-
zaron dos envios anuales (media, 90 centros) y se compara-
ron los resultados de los participantes con los de referencia.
Se remitieron diferentes micobacterias: M. tuberculosis
(MB-1/98, MB/2/02 y MB-2/06), M. kansasii (MB-1/99), M.
avium (MB-2/99), M. fortuitum (MB-1/00), M. smegmatis
(MB-2/00), M. gordonae (MB-1/01), M. chelonae (MB-2/01),
M. thermoresistibile (MB-1/02), M. kansasii grupo I (MB-
1/03), M. bovis (MB-2/03), M. gastri (MB-1/04), M. intrace-
llulare (MB-2/04), M. smegmatis (MB-1/05), M. kansasii ge-
notipo VI (MB-2/05), M. chelonae (MB-1/06).

Resultados: La participacién media fue del 77,2%. El por-
centaje de acierto en la identificacién varié segun la especie
estudiada: en los 3 controles en que se remiti6 M. tuberculo-
sis, el porcentaje de centros que identifican la especie des-
ciende de un 62,3% en los dos primeros a un 50,6% en el ul-
timo, siendo mayor en éste el porcentaje de centros que apor-
tan la identificacién de M. tuberculosis (complejo) por el uso
mayoritario de sondas de acidos nucleicos (SAN). En esta li-
nea, en el envio 2/03 (M. bovis) sélo el 18,9% de los centros

alcanza la identificacién de especie, mientras que un 48,6%
lo informaron como M. tuberculosis (complejo), utilizando
SAN. En los controles en que se remitié una cepa de M. kan-
sasii, el porcentaje de acierto ascendi6 de un 79,6% a un
88,1% y 87,9%, respectivamente, mejorando la capacidad de
los participantes para llegar incluso a identificar el genotipo;
en el control en que se envi6 una especie feno y genotipica-
mente similar (M. gastri), el porcentaje de acierto fue sélo
del 47,9%. Con las cepas pertenecientes al complejo M.
avium, el porcentaje de centros que llegé a un diagnéstico de
especie ascendi6 del 35,7% a un 54,1%. Cuando se remitieron
cepas poco habituales en la practica clinica, los porcentajes
de acierto fueron mas bajos [M. thermoresistibile (27,6%), M.
smegmatis (38,1%)], porcentaje que se eleva al 57,1% me-
diante hibridacién. En el caso de M. fortuitum, M. chelonae
y M. gordonae, los porcentajes oscilaron entre un 70% y 80%,
empleandose en los dos primeros casos, técnicas moleculares
junto con pruebas bioquimicas.

Conclusiones: Hay factores externos a las caracteristicas
de la cepa y a la capacidad del laboratorio para la identifica-
cion de las micobacterias. Constatamos una asociacion entre
el método diagnédstico empleado y el nivel de identificacion
de la cepa: los centros que obtienen una identificacién mas
precisa emplean métodos moleculares, sélos o asociados a
pruebas bioquimicas convencionales.
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ENFERMEDAD PULMONAR ASOCIADA A
MICOBACTERIAS ATIPICAS

V. Pérez!, M. Roman?, o. Navarro®, A. Vergara'!, E. Cruz!

e L. Jesus de la Calle?

Medicina Interna, 2Microbiologia y parasitologia y *Medicina
Familiar y Comunitaria, Hospital Universitario Puerto Real.

Objetivos: En los dltimos afios se ha observado un aumen-
to en la incidencia de infecciones causadas por las micobac-
terias atipicas. El objetivo de nuestro estudio es describir la
epidemiologia de las micobacterias atipicas aisladas en 38
casos en medio hospitalario entre los afios 1999-2007 en el
Hospital Universitario Puerto Real.

Método: Realizamos un estudio descriptivo retrospectivo
mediante revision de historias clinicas de 38 pacientes que
presentaron muestras positivas para micobacterias atipicas
en el Laboratorio de Microbiologia de nuestro hospital. Pa-
rametros utilizados: tipo de micobacteria, edad del paciente
en el momento del aislamiento, estado inmunolégico del pa-
ciente, origen de la muestra, patologia presentada por el pa-
ciente en el momento del aislamiento, tratamiento realizado,
tiempo y evoluciéon del mismo, asi como la necesidad de rein-
gresos posteriores debidos a esta causa.

Resultados: Se han aislado 38 muestras: esputo (36), aspi-
rado bronquial (1) y drenaje quirirgico de tumoracién sub-
maxilar (1). Con respecto a los microorganismos identifica-
dos se aisla M scrofulaceum en la tumoracién maxilar y M
abscessus en el broncoaspirado. En las muestras de esputo se
aislan 11 casos de M avium, 5 de M fortuitum, 4 de M gor-
donae y 4 de M chelonae. En cuanto al lugar de aislamiento,
18 muestras lo fueron en medio hospitalario, 2 en recintos
carcelarios y el resto en consultas. Respecto a las manifesta-
ciones clinicas el 65% de los pacientes manifest6 clinica res-
piratoria. En lo referente al tratamiento destacar que las mi-
cobacterias fueron tratadas en 13 casos de los cuales 7 fue-
ron M avium. 12 casos tenian clinica respiratoria y sélo uno
carecia de ésta. El tratamiento consisti6 en 6 casos de tera-
pia antituberculosa, los otros 7 casos fueron tratados con
etambutol asociado a claritromicina y rifabutina. El tiempo
de tratamiento varié de 6 a 9 meses, siendo la evolucién bue-
na en la mayorla. En 5 casos los pacientes fallecieron siendo
la causa atribuible a M. avium en 3 de ellas. En lo referente
a la inmunocompetencia 17 pacientes eran VIH estadio C3 y
dos de ellos se encontraban inmunodeprimidos por corticote-
rapia.
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Conclusiones: El 65% de los pacientes de nuestro hospi-
tal desarrollaron algin tipo de manifestacién respiratoria
cuando padecen infeccion por micobacterias atipicas de
escasa importancia clinica a excepcion de la clinica por M.
avium y M. abscesssus. Los aislamientos son tardios y di-
ficultan el manejo clinico por lo que el clinico se plantea
el inicio de tratamiento antituberculoso sin conocer el
agente causal. M. avium produce elevada mortalidad aso-
ciada a gravedad y con independencia de tratamiento co-
rrecto. Las micobacterias afectan fundamentalmente a
pacientes inmunocomprometidos y en ellos es mayor la le-
talidad.
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BROTE DE INFECCION EN PIEL Y TEJIDOS BLANDOS
POR MYCOBACTERIUM FORTUITUM TRAS
TRATAMIENTO CON MESOTERAPIA

E. Ugalde!, P. Garcia-Morras?, J. March?, M. Perucha*y J.A.
Oteo®

ISeccién de Microbiologia, Hospital San Pedro. Logrofio.
ZServicio de Dermatologia, Hospital San Pedro. Logrofio.
3Laboratorio de Micobacterias, Hospital Carlos III. Madrid.
4Servicio de Epidemiologia?, Gobierno de la Rioja. Area GC de
Enfermedades Infecciosas’®, Hospital San Pedro. Logrofio.

Introduccién: La mesoterapia es una técnica, utilizada
fundamentalmente con fines cosméticos que consiste en in-
yectar sustancias que provocan lipélisis por via intradérmi-
ca.

Objetivo: Describimos una serie de pacientes con infecciéon
en piel y tejidos blandos por M. fortuitum secundarios a la
mesoterapia en un centro de estética de la CA de La Rioja.
Material y métodos: Entre Septiembre de 2007 y Enero
de 2008 se estudiaron 30 pacientes con infeccién en piel y
tejidos blandos que acudieron al Servicio de Dermatologia
del Hospital San Pedro de Logroiio por presentar lesiones
nodulares en las zonas de inyeccién, algunas de ellas ul-
ceradas y supurativas tras recibir tratamiento con meso-
terapia. A todos los pacientes se les tomaron muestras de
las lesiones mediante biopsia que se enviaron al Labora-
torio de Microbiologia para estudio microbiolégico. El cul-
tivo se realiz6 en medios habituales y medios especificos
para micobacterias. El cultivo de micobacterias se realizé
en Lowenstein-Jensen (BioMérieux) y medio liquido
MGIT 960 (Becton Dickinson). Inicialmente, para descar-
tar que se trataba de M. tuberculosis se realiz6 una hi-
bridacién con sondas de DNA (AccuProbe, BioMérieux).
La identificacion de las cepas se llevé a cabo tras amplifi-
cacién de la regién 23SrADN e hibridacién en fase sélida
(Genotype “Mycobacterium”, Hain Diagnostica). Se testé
la sensibilidad por el método E-test (AB Biodisk) a los si-
guientes antibié6ticos: ciprofloxacino, claritromicina, imi-
penem, trimetropim-sulfametoxazol, cefoxitina, amikaci-
na y tobramicina.

Resultados: De los 30 pacientes evaluados, todas eran
mujeres con edades comprendidas entre 22 y 61 anos, cu-
yos sintomas se iniciaron entre 4 y 20 semanas después de
la aplicacion de la mesoterapia. Durante ese periodo se re-
cibieron un total de 30 biopsias cutdneas, cuyo cultivo en
MGIT 960 fue positivo a los 7 dias en 12 de ellas. A partir
de los cultivos detectados como positivos, se realizé la tin-
cion de auramina y un pase en agar chocolate para des-
cartar que se trataba de una contaminacion. Se vieron BA-
AR, y ademaés, a las 48 horas se observé el crecimiento de
unas colonias en agar chocolate, lo que dio lugar a pensar
que se trataba de una micobacteria de crecimiento rapido.
La identificacién defitiva resulté ser M. fortuitum. Para la
interpretacion de la sensibilidad, se aplicaron los criterios
de la CLSI, siendo las cepas sensibles a ciprofloxacino,
claritromicina, imipenem, cefoxitina y amikacina y resis-
tentes a trimetropim-sulfametoxazol y tobramicina. A to-
dos los pacientes se les pauté levofloxacino (500 mg/24 h)
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y claritromicina (500 mg/12 h) por via oral, con evolucién
desfavorable precoz en 2 pacientes, a los que se ha afiadi-
do al tratamiento amikacina (15 mg/kg). En el momento
de escribir el abstract estamos pendientes de ver la evolu-
cién.

Conclusiones: Se describe un gran brote de infeccion cutéa-
nea y de partes blandas tras mesoterapia por M. fortuitum.
En pacientes con antecedentes de mesoterapia que desarro-
llen tardiamente lesiones en piel y tejidos blandos se debe
sospechar la posible infeccién por micobacterias no tubercu-
losas de crecimiento rapido.
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CA-125: UN MARCADOR UTIL DE TUBERCULOSIS
EN RELACION A OTRAS INFECCIONES
PULMONARES

dJ. Fortun!, P. Martin-Dé4vila!, R. Méndez!, A. Martinez!,

F. Norman', J. Rubi?, E. Pallares?, E. Gémez-Mampaso® Y S.
Moreno!

Servicios de Enfermedades Infecciosas’, Bioquimica?®y
Microbiologia®, Hospital Ramén y Cajal. Madrid.

Introduccion: Ca-125 es un marcador tumoral, cuyos nive-
les se incrementan en determinados tumores pero también
en otras circunstancias como la tuberculosis pulmonar y ex-
trapulmonar.

Métodos: Desde enero-04 hasta diciembre-06 se determina-
ron de forma prospectiva los niveles séricos de Ca-125 en to-
dos los pacientes con diagnéstico de tuberculosis pulmonar
ingresados en nuestra unidad de aislamiento y se compara-
ron con los niveles de Ca-125 obtenidos en pacientes ingre-
sados en la misma unidad durante el mismo periodo y con
sospecha clinica de infeccién respiratoria pero con un diag-
nostico final diferente a tuberculosis pulmonar. En ambos
grupos se excluyeron los pacientes con patologia neoplésica.
Las determinaciones de Ca-125 se llevaron a cabo mediante
electro-quimo-luminiscencia (Elecsys 1010, Roche). El punto
de corte 6ptimo de sensibilidad y especificidad se estimé me-
diante curvas ROC (Receiver operating characteristic cur-
ves).

Resultados: Se analizaron un total de 89 pacientes: 35
con tuberculosis pulmonar (casos) y 54 con otros diag-
nésticos de infeccién respiratoria (controles). Los diag-
nosticos en el grupo control correspondieron a: neumo-
nia adquirida en la comunidad (37 pac), infeccién del
tracto respiratorio superior (8 pac), neumonia nosoco-
mial (4 pac), neumonia intersticial (3 pac), empiema (1
pac) y pleuropericarditis (1 pac). En los pacientes con
tuberculosis, la media de Ca-125 fue 104,9 + 136,1 (me-
diana: 46; rango: 10-500). En el grupo control, el valor
medio de Ca-125 fue 27,1 + 19,7 (mediana: 24; rango: 5-
123). El andlisis mediante curvas ROC confirmé una
relacién entre el valor de Ca-125 y diagnéstico de tu-
berculosis pulmonar, con un area de 0,77 (IC95%: 0,66-
0,87). El punto de corte 6ptimo fue de 32,5 Ul/ml, al-
canzandos para este punto una sensibilidad y especifi-
cidad de 68,6% y 77,8%, respectivamente. El andlisis
multivariante confirmé el diagnéstico de tuberculosis
pulmonar como el tnico factor asociado a niveles séri-
cos elevados de Ca-125 (OR: 5,9 [IC95%: 2,0-16,7]). En
10 pacientes con tuberculsosis pulmonar se estimé una
segunda determinacion de Ca-125 al menos 2 meses
desde el inicio del tratamiento anti-tuberculoso. La me-
dia de Ca-125 en estos casos fue: 59,5 + 88,5 (mediana:
31; rango: 13-63).

Conclusion: Los valores séricos de Ca-125 estan elevados
en pacientes con tuberculosis pulmonar y se reducen con el
tratamiento anti-tuberculoso. En pacientes con infeccién res-
piratoria e infiltrado pulmonar un valor de Ca-125 en suero
> 32,5 Ul/ml sugiere una etiologia tuberculosa y puede ser
especial de utilidad en pacientes con baciloscopias de esputo
negativas.



XIII Congreso de la Sociedad Espariola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC)

164

REVI,SI()N DE LAS TUBERCULOSIS (TBC) EN
AUTOCTONOS Y EN IMMIGRANTES EN LA PROVINCIA
DE GIRONA EN UN PERIODO DE 7 ANOS

dJ. Cucurull!, S. Vega!, N. Follia?, M. Sabaté?, N Camps?,

Z Gonzalez del Valle! y Grupo de Estudio de la Tuberculosis
en Girona (GETGI)?

1Servicio de Medicina Interna, Hospital de Figueres. Fundacié
Salut Emporda. ?Seccion de Epidemiologia, Serveis territorials
de Salut de Girona, Hospital Sant Jaume (Olot), Parc Sanitari
Marti Julia (Salt), Hospital de Palamds, Hospital Comarcal de
la Selva (Blanes), Hospital Dr Josep Trueta (Girona). *Servicio
de Medicina Interna Hospital de Campdevanol.

Introduccion: La incidencia de TBC parecia que estaba dis-
minuyendo lentamente desde la aparicion del TARGA y el
mejor control de los pacientes seropositivos. La llegada de un
gran nimero de inmigrantes (IM) procedentes de paises con
mayores indices de prevalencia puede variar esta tendencia.
Objetivo: Analizar los casos de TBC en un periodo de 7
afos, en autéctonos y en IM recientes (< 5 afios de estancia
en nuestro pais).

Pacientes y método: Revision de los informes anuales des-
de el ano 2000 al 2006, elaborados a partir del seguimiento
de los casos de TBC declarados.

Resultados: Hemos revisado 852 TBCs, 569 H y 283 M, con
unas tasas de incidéncia anuales del 2000 al 2006 de 23,36,
22,42, 21,22, 20,5, 19,98, 23,35 y 22,64. La localizacién pul-
monar (P) y/o pleural (PL) fueron en conjunto las mas fre-
cuentes 551 P (64,7%), 77 PL (9%), 20 P/PL (2,3%), 267
(46,8%) baciliferas; seguidas de la Ganglionar 87 (10,2%),
Genitourinaria 34 (4%), Miliar 24 (2,8%), Osteoarticular 17
(2%) Meningea 13 (1,5%) y 25 (3%) de Otras localizaciones.
Radiol6gicamente presentaban alteraciones en la placa de
téorax 621 (72,9%), 173 (27,8%) cavitadas. Hubieron 554
(65%) cultivos positivos, 283 con baciloscopia también positi-
va, se detectaron resistencias en 43 casos (8% de los cultivos
positivos). La mayoria de tratamientos instaurados fueron
de 6 meses, 621 (72,9%), 405 con 3 farmacos y 216 con 4 far-
macos. Se curaron 729 (85,6%), fallecieron 61 (7,2%), 10 a
causa de la TBC (16,4% de los éxitus). Se perdié el segui-
miento en 28 (3,3%) pacientes, 17 de ellos IM (60,7% de las
pérdidas). 202 TBC correspondian a IM, 161 IM recientes
(79,7%) de 7 el ano 2000 a 35 el ano 2005, procedentes de
Marruecos 43, Africa subsahariana 44, America latina 38,
Asia 19, Europa del Este 18 y Europa occidental 3. Las loca-
lizaciones eran similares a las de los autéctonos. 56 TBC co-
rrespondian a paciente VIH, 44 en el periodo 2000-2003 i 12
entre 2004 y 2006, con mayores porcentajes de miliar (18%)
y ganglionar (16%).

Conclusiones: 1) Las tasas de incidencia que tenian ten-
dencia a disminuir, se han incrementado en los 2 dltimos
anos. 2) Los casos de TBC en IM se ha ido incrementando
progresivamente. 3) La localizaciéon pulmonar i/o pleural es
la més frecuente. 4) Las pautas de tratamiento de 6 meses
son las mas usadas. 5) En los pacientes VIH el porcentaje de
localizaciones extrapulmonares es mas alto.
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ESTUDIO IN VITRO SOBRE LA PENETRACION DE
AMICACINA, CLARITROMICINA Y CIPROFLOXACINO
EN BIOFILMS DE MYCOBACTERIUM ABSCESSUS

N.Z. Martin de Hijas*, I. Gadea*, A. Celdran**, D. Garcia-
Almeida*, R. Fernandez-Roblas*, A. Bodas*** y J. Esteban®
Departamento de Microbiologia Clinica™ y Departamento de
Cirugia**. Fundacion Jiménez Diaz. Laboratorio Fundacion
Jiménez Diaz Unilabs***

Introduccion: Podriamos considerar que el desarrollo de
biofilms es un mecanismo de resistencia antimicrobiana en

la mayoria de bacterias. Dicha resistencia podria deberse a
la dificultad del antibidtico para atravesar el biofilm.
Objetivos: Analizar la penetracion de los antibiéticos ami-
cacina, claritromicina y ciprofloxacino en biofilms maduros
de Mycobacterium abscessus, tanto clinicos como de colec-
cion.

Material y métodos: La penetracion antibiética se estudio
mediante la técnica de Anderl et al. Se emplearon discos de
amicacina (30 pg), claritromicina (15 pg) y ciprofloxacino (15
ng). Se genero el biofilm en discos de policarbonato incuban-
do a 37° C durante 7 dias. Se midieron los didmetros de in-
hibicién a tiempo cero y a las 3, 6 y 24 horas utilizando la ce-
pa Kocuria rhizophila ATCC 9341. Se emplearon como con-
troles discos sobre poliestireno sin biofilm (control positivo)
y discos sobre parafilm (control negativo). El porcentaje de
antibidtico que atraviesa el biofilm se calcula de restar el an-
tibiético que persiste en el disco del que se encuentra pre-
sente en el control negativo. Todos los experimentos se rea-
lizaron por triplicado.

Resultados: Se estudiaron tanto 4 aislamientos clinicos co-
mo la cepa tipo Mycobacterium abscessus DSM 44196. El
porcentaje de antibiético que penetra en el biofilm, obtenido
de la media de los resultados a las 24 horas fue de 45,86%
para amicacina; de 25,29% para claritromicina; y de 7,12%
para ciprofloxacino. Los porcentajes obtenidos de los contro-
les sin biofilm a las 24 horas fueron de 63,35% en el caso de
amicacina; de 25,83% para claritromicina, y de 21,27% para
ciprofloxacino.

Conclusiones: No todos los antibidticos son capaces de
atravesar el biofilm de M. abscessus. La claritromicina atra-
viesa el biofilm de manera similar al control, mientras que
amicacina y ciprofloxacino (éste en mayor grado) ven blo-
queado su paso de forma variable.
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DETEQCION DE GENES DE RESISTENCIA A
MACROLIDOS Y CORRELACION CON LA RESISTENCIA
FENOTIPICA EN MICOBACTERIAS NO PIGMENTADAS
DE CRECIMIENTO RAPIDO

N.Z. Martin de Hijas!, D. Garcia-Almeida', A. Bodas*

R. Fernandez-Roblas?, I. Gadea!, J. Esteban!, Grupo de Estudio
de Micobacterias de Madrid?®

1Servicio de Microbiologia, 'Fundacién Jiménez Diaz. 2Servicio
de Microbiologia, 2Laboratorios Fundacién Jiménez Diaz-
Unilabs. *Grupo de Estudio de Micobacterias de Madrid: Juana
Cacho (Hospital de Getafe), Raquel Cias (Hospital Clinico San
Carlos), Rosa Daza (Hospital Puerta de Hierro), Diego Domingo
(hospital de la Princesa), Julio Garcia (Hospital la Paz), Enrique
Gémez Mampaso (Hospital Ramén y Cajal), Elia Palenque
(Hospital 12 de Octubre), Maria Jests Ruiz Serrano (Hospital
Gregorio Marafién).

Introduccion: Muchas cepas de micobacterias no pigmen-
tadas de crecimiento rdapido (MNPCR) causantes de infec-
cion son fenotipicamente resistentes a macrélidos. Entre los
mecanismos mas frecuentemente descritos como causa de es-
ta resistencia figuran metilasas codificadas por diversos ge-
nes erm.

Objetivos: Detectar la presencia de genes erm, codificado-
res de metilasas en aislamientos clinicos y cepas de colecciéon
de MNPCR, y correlacionar su presencia con la aparicién de
resistencia fenotipica a macrdlidos.

Material y métodos: Se estudié la sensibilidad in vitro de
los aislamientos de MNPCR a eritromicina (E), claritromici-
na (C) y azitromicina (A) mediante la técnica de microdilu-
cion en placa. La deteccién de la presencia de genes erm se
realizé mediante PCR empleando los primers de consenso
CME-1 y CME-2 descritos por K. Nash. Se incluyeron como
controles las cepas tipo de las especies identificadas.
Resultados: Se estudiaron un total de 167 aislamientos
clinicos de las siguientes especies: Mycobacterium absces-
sus (9), Mycobacterium alvei (2), Mycobacterium chelonae
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(30), Mycobacterium fortuitum (89), Mycobacterium mage-
ritense (5), Mycobacterium mucogenicum (7), Mycobacte-
rium peregrinum (23), Mycobacterium porcinum (1), y My-
cobacterium septicum (1). 109 cepas fueron positivas para
los genes erm (65,3%). Los resultados (CMI,, en mg/L) de
las cepas con mayor nimero de aislamientos (N > 5) se des-
criben en la tabla:

Especie CMI,, E CMI,, C CMI,, A CMI,, E CMI,, C CMI,, A
erm + erm + erm + erm - erm - erm -
M. abscessus > 64 32 15 2 <0,03 2
M. chelonae > 64 32 > 64 2 0,12 1
M. fortuitum > 64 16 >64 >64 8 64
M. mageritense > 64 8 16 - - -
M. mucogenicum 32 16 > 64 0,5 <0,03 1
M. peregrinum > 64 16 > 64 8 0,25 2

En las especies con mayor nimero de aislamientos, la CMI,,
de los macrdélidos fue mayor en el grupo en el que se detecto
la existencia de genes erm (excepto claritromicina en M. for-
tuitum). E1 100% de cepas de M. mageritense fueron erm po-
sitivas, seguido de M. fortuitum (85,3%), M. abscessus
(55,6%), M. chelonae (40%), M. peregrinum (34,8%) y M. mu-
cogenicum (14,3%).

Conclusiones: Existen porcentajes variables de cepas sen-
sibles a macrélidos y poseedoras de genes erm, asi como ce-
pas resistentes a macrélidos no poseedoras de dichos genes.
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QUANTIFERON-TB-GOLD -TEST® EN LA PRACTICA
CLINICA EN ENFERMOS CON TUBERCULOSIS ACTIVA
M. Garcia-Gasalla!, M.V. Fernandez-Baca?, A. Campins?,

M.C. Cifuentes?, I. Mir%, A. Payera!, J. Murillas?, A. Pareja®,

C. Morey'y M.C. Gallegos?

1S. de Medicina Interna, Hospital Son Llatzer, Palma de
Mallorca. *S. de Microbiologia, Hospital Son Llatzer, Palma de
Mallorca. 3S. de Medicina Interna, Hospital Son Dureta, Plama
de Mallorca. *S. de Neumologia, Hospital Son Llatzer, Palma de
Mallorca. °S de Epidemiologia, Hospital Son Llatzer, Palma de
Mallorca.

Introduccién/Objetivos: el test de detecciéon de IFN-gam-
ma Quantiferon-TB-GoldTest® (QFG) es prometedor en el
diagnoéstico de infeccién tuberculosa y podria llegar a susti-
tuir al PPD. Se estudia el valor del QFG y la concordancia
QFG /PPD en enfermos de tuberculosis activa (TBC)
Material y métodos: se determina QFGen pacientes con
TBC, en los hospitales de Son Llatzer y Son Dureta de Pal-
ma de Mallorca.

Resultados: Se incluyeron 50 pacientes de edad media 37
afnos (DE: 15,6), 32 varones. 22 eran autéctonos (44%), origi-
narios de Africa 12 (24%), Centro-Sud América 9 (18%), Es-
te de Europa 6 (12%), Pakistan 1 (2%). La mediana de dias
de sintomas fue 26 (rango 1-270). La localizacién fue pulmo-
nar en 32, pleural en 8, miliar en 3, ganglionar en 2, extra-
pulmonar dnica en 6. El diagnéstico se hizo por baciloscopia
y/o cultivo de M.tuberculosis en 70%, ADA en 20% y anato-
mia patoldgica en 10%. La RX térax mostr6 alteraciones en
45 (10 con cavitacién, 2 miliar). E1 PPD fue positivo en 38,
negativo en 5 y no se realizé en 7. QFG fue positivo en 38,
negativo en 7 e indeterminado en 5.

Se analizaron los 38 casos con QFG positivo: la media de
edad fue 32,4 afios (DE: 11,1). QFG fue positivo en 24/32
TBC pulmonares (incluidas las 10 formas cavitadas), 6/8
pleurales y 7/8 extrapulmonares tnicas, incluyendo ganglio-
nar.

Los 7 pacientes con QFG negativo tenian una edad media de
46,7 anos (DE: 18,2). Cuatro tenian TBC pulmonar, dos di-
seminada, uno extrapulmonar unica.

De los 5 pacientes con QFG indeterminado, la edad media
fue 58,2 afios (DE: 20,3). Cuatro tuvieron TBC pulmonar y
uno pleural.

68  Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(Espec Congr):1-221

La edad fue significativamente inferior en los pacientes
con QFG positivo respecto a los que lo tuvieron negativo
(p = 0,007). No existian diferencias significativas en la
positividad o negatividad de QFG en otros parametros.
43 pacientes tenian ambos test realizados: 35 casos con
QFG positivo tenian PPD positivo, uno tuvo QFG positivo
y PPD negativo; cinco con QFG negativo tuvieron PPD po-
sitivo en 3 casos, negativo en 2; de los tres pacientes con
QFG indeterminado solo uno tuvo PPD positivo. El indice
de concordancia kappa entre PPD y QFG fue moderado
0,45 (p = 0,003).

Conclusiones: QFG en la enfermedad tuberculosa podria
tener una sensibilidad similar al PPD, con una concordancia
kappa moderada (0,45) entre ambos. La edad de los pacien-
tes fue significativamente menor cuando QFG fue positivo.
Son necesarios mas estudios para determinar la aplicabili-
dad de QFG en nuestro medio.
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QUANTIFERON-TB-GOLD TEST® (QFG) Y PPD EN EL
ESTUDIO DE CONTACTOS DE ENFERMOS DE
TUBERCULOSIS

M. Garcia-Gasalla', M.V. Fernandez-Baca?, M.C. Cifuente!,

I. Mir?, A. Payeras’, A. Pareja?, A. Orti! y M.C. Gallego?

1S. de Medicina Interna, > S. de Microbiologia, °S. de
Neumologia, *U de Epidemiologia, Hospital Son Llatzer. Palma
de Mallorca.

Introduccion: Los test in vitro basados en la deteccién de
IFN-Gamma como el Quantiferon-TB-Gold -Test® (QFG)
ofrecen resultados prometedores en el diagnostico de infec-
cién tuberculosa y podrian llegar a sustituir al PPD. Existen
todavia pocos estudios en Espaiia sobre su utilizacién en la
préactica clinica.

Objetivos: Determinar la concordancia entre Quantife-
ron-TB-Gold Test® (QFG) y el PPD en el estudio de con-
tactos de pacientes con tuberculosis activa y valoracién
de la utilidad de la determinacién de QFG en nuestro me-
dio.

Material y métodos: Se estudian convivientes adultos de
enfermos de tuberculosis activa en el Hospital Son Llatzer
de Palma de Mallorca en 2007. El estudio incluye: PPD, RX
térax, andlisis y determinacién de QFG previa obtencién
de consentimiento informado. Se compara la proporcion de
positivos y negativos del PPD y del QFG utilizando el test
de Mc Nemar, y la correlaciéon utilizando el coeficiente
Kappa.

Resultados: Se incluyeron 88 convivientes de pacientes con
tuberculosis activa, 39 grado 1, 49 grado 2. La media de edad
fue de 39,4 anos (DE: 16,2). 24 (27,3%) tenian historia de va-
cunacién por BCG, 29 (33%) lo desconocian y 35 (39,7%) sa-
bian que no habian sido vacunados. 58% eran autéctonos,
42% extranjeros.

Globalmente, el test de Mantoux produjo significativamente
mas positivos 56/88 (63,6%) frente al QFG que fue positivo
en 27/88 (30,7%) p < 0,05, con un indice de correlaciéon kap-
pa de 0,38 entre los dos test (p = 0,000)

Considerando los pacientes vacunados, el PPD produjo sig-
nificativamente mas positivos, 18/24 (75%) comparado con el
QFG, 6/24 (25%), (p < 0,05). La correlacién entre ambos test
fue peor en este grupo, kappa: 0,2 (p = 0,1)

En lo que respecta a los no vacunados, el PPD también fue
significativamente mas veces positivo que el QFG, 16/35
frente a 9/35, pero la correlacion entre ambos test fue mejor,
kappa: 0,58 (p = 0,000)

Entre contactos vacunados y no vacunados no hubo diferen-
cia significativa en el didametro del PPD, 15,5 (DE: 4,1) fren-
te a 14,3 mm (DE: 4,4) (p = 0,4)

Conclusiones: En este estudio se observa una pobre con-
cordancia entre el test de Mantoux y el QFG, sobre todo en
pacientes vacunados con BCG. El test de QFG puede tener
una aplicacién practica en este dltimo grupo al permitir
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identificar mejor a los contactos candidatos a tratamiento de
infeccion tuberculosa latente y evitar asi tratamientos inne-
cesarios relacionados con un test de Mantoux positivo en va-
cunados con BCG.
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COMPARACION DE TRES METODOS DE DETECCION
GENETICA DE MICOBACTERIAS DIRECTAMENTE DE
MUESTRAS RESPIRATORIAS

M.I. Garcia-Aratal, R. Jiménez'?, M. Alonso-Sanz!, J. Jaqueti',
J. Garcia-Martinez' y S. Prieto!

1Servicio Andlisis Clinicos - Microbiologia, Hospital
Fuenlabrada, Madrid; >Servicio Microbiologia, Hospital Severo
Ochoa, Madrid.

Introduccion: En la ultima década se han desarrollado
diversos métodos para la detecciéon genética de M. tuber-
culosis directamente en las muestras clinicas. El objetivo
basico de estas técnicas es la deteccién de material genéti-
co especifico de M. tuberculosis, permitiendo establecer el
diagnéstico en 1 a 3 dias en lugar de las 2 a 4 semanas del
cultivo.

Muestras, pacientes y métodos: Se han analizado 88
muestras respiratorias (mayoritariamente esputos, BAS,
y LBA) de 44 pacientes. Los métodos analizados fueron:
tincién y cultivo, Amplicor® (Roche), Probetec® (Becton
Dickinson) y Genotype® (Hain, Soria Melguizo). Ampli-
cor® y Probetec®, detectan el complejo M tuberculosis. La
técnica de Genotype®, permite detectar ademaéas las del
complejo M avium-intracelulare que tiene en nuestro
centro una incidencia alta y con criterios diagnésticos de
la ATS.

Resultados: Del total de muestras analizadas, se ha detec-
tado crecimiento en 14 botellas y/o tubos con medio de culti-
vo pertenecientes a 10 pacientes: en 4 se identific6 M tuber-
culosis y en 6 pacientes M. avium. En dos pacientes (5 mues-
tras), ademads se detect6 mediante tincién (estos resultaron
positivos un paciente para M tuberculosis y el otro para M.
avium). El resto de tinciones en el caso de cultivos positivos
habian sido negativas. Los resultados obtenidos (para M tu-
berculosis) con las técnicas moleculares comparadas se refle-
jan en la tabla.

N pacientes N=44 N=44 N=29
Técnica Probetec®  Amplicor® Genotype
Tincién BAAR positiva 1(1) 1(1) 1(1)
Tincién BAAR negativa 0(3) 0(@3) 1(1)

Valores de resultados positivos para M tuberculosis con las
3 técnicas comparadas (en paréntesis, positivos por culti-
Vo).

Con el método de Genotype® se analizaron 60 muestras de 29
pacientes. De estas, en dos pacientes se detecté M tubercu-
losis (de los dos pacientes en los que se habia obtenido por
cultivo, uno de ellos con tincién positiva, pero el otro, nega-
tiva) con lo que esta técnica ha resultado mas sensible que
las otras probadas. Ademads se detect6 en un paciente con M.
avium (con tincién y cultivo positivo) del total de los 4 posi-
tivos por cultivo (crecimiento de M. avium). Las muestras de
los 3 pacientes con resultado negativo para Genotype®, fue-
ron también negativas en la tinciéon BAAR, y se obtuvo cre-
cimiento en soélo 4 del total de 9 muestras de esos 3 pacien-
tes. Aunque el nimero probado atn es bajo para concluir, en
nuestras manos este método es el que ha resultado mas
apropiado para las caracteristicas de la poblacién que atien-
de nuestro centro.

Conclusion: Un método de deteccién genotipica en la ruti-
na del trabajo de micobacterias resulta de gran utilidad co-
mo complemento al diagnéstico y en un futuro poder adelan-
tar este diagnéstico en 2 a 4 semanas.
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CARACTERIZACION DE RFLP-TIPOS DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS PREVALENTES EN
POBLACION INMIGRANTE DE MADRID CAPITAL

N. Alonso Rodriguez!, F. Chaves?, J. Iiigo®, M. Martinez Lirola?,
M. Herranz!, A. Arce?, EpiMOLTB Madrid, INDAL-TB,

E. Bouza!, D. Garcia de Viedma!

1Servicio de Microbiologia, Hospital Gregorio Marafién, Madrid;
CIBER Enfermedades Respiratorias (CIBERES); >Hospital Doce
de Octubre, Madrid; *Consejeria de Sanidad, Madrid; *Hospital
Torrecdrdenas, Almeria.

Objetivos: 1) Identificacion de los RFLP-tipos prevalen-
tes en la poblacién inmigrante de Madrid capital; 2) Ras-
treo de dichos RFLP-tipos en otras poblaciones; 3) Andli-
sis de los aislados representantes de los genotipos preva-
lentes mediante una segunda técnica de genotipado
(MIRU-VNTR).

Material y métodos: Se identificaron los RFLP-tipos pre-
valentes (clisteres de més de 3 casos) en una muestra com-
puesta por 633 aislados de MTB, procedentes de pacientes
inmigrantes de Madrid capital durante el periodo 2004-
2006. Se rastre6 la existencia de estos genotipos en otras po-
blaciones: a) muestra de la poblacion autéctona de Madrid
(2004-2006; N: 475) y b) muestra poblacional de Almeria
(2003-2006; N: 393). Para el analisis mediante la técnica de
MIRU-VNTR se utilizé el set de 15 loci (MIRU-15) (Supply
et al 2006). El analisis de los genotipos se realizé con Bionu-
merics 4.6 (Applied Maths).

Resultados: Se identificaron 12 RFLP-tipos prevalentes
en inmigrantes en Madrid (clisteres que agrupaban 4-23
representantes). 10 de ellos fueron compartidos por casos
de diversas nacionalidades (2-7), 9 se identificaron asimis-
mo en casos autoctonos de Madrid y 3 en casos de Almeria.
E1 RFLP-tipo més prevalente entre la poblacién inmigran-
te de Madrid (cluster 28) también fue identificado en au-
téctonos (N: 5), siendo igualmente el RFLP-tipo mas preva-
lente en Almeria (N: 25). En 4 de los 12 clisteres mayori-
tarios definidos por RFLP, MIRU-15 identificé diferencias
en 1-3 representantes (implicando a 1-5 loci). En las mues-
tras de Madrid y Almeria, MIRU-15 subdividi6 al cluster 28
en diferentes agrupaciones y MIRU-tipos tnicos. En Alme-
ria se observé que esta subdivisién podia tener significado
epidemioldgico.

Conclusiones: Los genotipos prevalentes en poblacién
inmigrante en Madrid son compartidos frecuentemente
por diversas nacionalidades. Asimismo, se identifican
en casos autdoctonos de Madrid y en la poblacién de Al-
meria.

Algunos clisteres prevalentes fueron subdivididos por MI-
RU-15, lo que ayudé a redefinir la investigaciéon epidemiol6-
gica.

Financiacién: FIS: 060882; 061467; 0690490; 0690357. REI-
PI RD06/0008. CB06/06/0058. N.A.R es beneficiaria de un
contrato del programa FPI concedido por la Comunidad de
Madrid (Orden 7580/2003) y cofinanciado por el Fondo So-
cial Europeo.

EpiMolTB Madrid: Raquel Cias, Rosa Daza, Diego Domingo, Jaime
Esteban, Julio Garcia, Enrique Gémez Mampaso, Elia Palenque, Maria oJ.
Ruiz Serrano. INDAL-TB: Teresa Cabezas, Isabel Cabeza, Armando Reyes,
Waldo Sdnchez-Yebra, Manuel Rodriguez, M. Isabel Sdnchez, M.Cruz
Rogado, Rosa Ferndndez Teresa Pefiafiel, Juan Martinez, Pilar Barroso,
M. Angeles Lucerna, L. Felipe Diez Carmelo Gutiérrez.
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CARACTERIZACION DE CEPAS BEIJING DE M
TUBERCULOSIS DESDE EL PUNTO DE VISTA
GENOTIPICO E INFECTIVO

M. Alonso?, N. Alonso', M. Herranz!, M. Martinez?, E. Bouza!,
EpiMolTB Madrid?, INDAL-TB*, D. Garcia de Viedma'
IServicio de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas,
Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Madrid. CIBER
Enfermedades Respiratorias CIBERES. ?Servicio de Microbiologia,
Complejo Hospitalario Torrecdrdenas, Almeria. *EpiMolTB Madrid:
F. Chaves, R. Cias, R. Daza, D. Domingo, J. Esteban, J. Garcia,

E. Gémez, J. Ifiigo, E. Palenque y M. J. Ruiz Serrano. *INDAL-TB:
T. Cabezas, I. Cabeza, A. Reyes, W. Sdanchez-Yebra, M. Rodriguez,
M. I Sanchez, M. C. Rogado, R. Ferndndez, T. Pefiafiel, J. Martinez,
P. Barroso, M. A. Lucerna, L. F. Diez, C. Gutiérrez.

Introduccion: La familia Beijing de M. tuberculosis esta distribuida
por todo el mundo, con una mayor prevalencia en Europa del Este y
sudeste asiatico. En algunos contextos se encuentra asociada a mul-
tirresistencia y se considera que su alta representatividad estd vin-
culada a una mayor virulencia y control de la respuesta inmune.
Objetivos: Realizar una caracterizaciéon genotipica comple-
ta de una coleccién de cepas Beijing de M. tuberculosis y ana-
lizar su infectividad in vitro.

Materiales y métodos: Se seleccionaron dos estudios po-
blacionales de epidemiologia molecular en Madrid (1872 ce-
pas; 2002-2007) y Almeria (519 cepas; 2003-2007). Las téc-
nicas/marcadores genotipicos aplicados fueron: spoligoty-
ping, RFLP-IS6110, MIRU-VNTR (set de 15 loci; Supply et
al; 2006), pks15/1, RDs. La infectividad se evalué en un mo-
delo de infeccién in vitro con la linea THP-1. La capacidad
infectiva se determiné cuantificando las CFUs y estimando
la produccién de citoquinas mediante ELISA.

Resultados: 26 cepas fueron identificadas como Beijing mediante
spoligotipado (24 (1,28%) en Madrid y 2 en Almeria (0,38%)). 23 de
las cepas fueron pansensibles, 2 resistentes a INH y una multirre-
sistente. 22 de los aislamientos correspondieron a casos inmigran-
tes (42% de Pera y Ecuador). Todas las cepas mostraron intacto el
gen pks15/1 y RD105 delecionada. Se identificé un elevado nime-
ro (21) de RFLPtipos diferentes (9-22 copias 1S6110) y dos clusters
de 4 (inmigrantes y autdéctonos) y 3 casos (autéctonos). MIRU15
ofrecié una menor capacidad discriminativa que RFLP-IS6110. Se
seleccionaron siete cepas para el andlisis de infectividad. El indice
de crecimiento intracelular y produccién de citoquinas agrupé a
cinco de las cepas junto a la cepa de referencia H37Rv. Las otras
dos cepas presentaron un mayor crecimiento (p < 0,05), una pro-
duccién contenida de TNF-o y mayores niveles de IL-10.
Conclusiones: La presencia de cepas Beijing es reducida en
las poblaciones analizadas y mayoritariamente no estd aso-
ciada a resistencia. Un alto porcentaje de los casos correspon-
de a poblacién inmigrante. MIRU15 ofrece menor capacidad
de discriminacién que RFLP-IS6110. La mayor parte de las
cepas Beijing analizadas muestran un comportamiento infec-
tivo equivalente al observado con la cepa control H37Rv.
Financiacién: FIS: 060882; 061467; 0690490; 0690357. REI-
PI RD06/0008. CB06/06/0058.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE
MICOBACTERIAS: CONSIDERACIONES
EPIDEMIOLOGICAS

B. Bermejo?, I. Avalos!, A. Antén?, C. Balado?, S. Esteban?,

P. Sarda® y V. Mejias?®

Unidad Virologia y Microbiologia Molecular, 2Unidad
Microbiologia Clinica, Laboratorio de Andlisis Dr. Echevarne.
Barcelona. *Servicio Sanitario, Centro Penitenciario Quatre
Camins.

Introduccion y objetivo: Teniendo en cuenta el incremen-
to de la circulacién de mycobacterias en nuestro medio, fa-
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vorecido por factores como la inmunodepresion y las migra-
ciones, nos hemos propuesto analizar los aislamientos reali-
zados en el periodo comprendido entre 2006-2008.
Materiales y métodos: Se recibieron 223 aislados en me-
dios de cultivos selectivos para micobacterias tuberculosas y
no-tuberculosas (Lowstein jensen y bact-alert), procedentes
de pacientes con sintomatologia sospechosa de micobacterio-
sis. Las cepas se agruparon en dos grupos epidemiolégica-
mente definidos: grupo A: 172 cepas aisladas de pacientes
procedentes de diferentes puntos geograficos. grupo B: 51 ce-
pas aisladas de reclusos en estado de inmunodepresién de un
centro penitenciario

La identificacion se llevo a cabo mediante el método molecu-
lar INNOLIPA MYCOBACTERIA v2, siguiendo las indica-
ciones del proveedor y que es capaz de discriminar entre M.
Tuberculosis (MTB) y 16 especies atipicas con importancia
clinica.

Resultados: Especies de micobacterias mas frecuentemente
identificadas

MTB Gen Myc © M. fortuitum M. gordonae otras

Grupo A

N=172 64% 7% 8,7% 8,1% 12,2%
Grupo B

N=51 31% 40% 11,7% 9,8% 7,5%

@ Gen MYC: cepas no-MTB no identificadas por INNOLIPA
Teniendo en cuenta las caracteristicas del grupo B y ante la
sospecha de circulacién/colonizacién/infeccion de micobacte-
rias ambientales, se ha procedido al tipado por secuenciacién
de la region espaciadora del rRNA 16S-23S del género My-
cobacterium de todas las cepas gen Myc.
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COMPARACION DE LAS TECNICAS DE GENOTIPADO
DE M. TUBERCULOSIS RFLPIS6110 Y VNTR-MIRU
COMO IDENTIFICADORES DE CADENAS DE
TRANSMISION EN UNA AREA
EPIDEMIOLOGICAMENTE COMPLEJA

M.J. Martinez!, N. Alonso*”, M. Herranz?, M.T. Cabezas®, MLI. Cabeza?,
W. Sanchez-Yebra!, MLL. Sanchez!, M.A. Lucerna®, M. Bonillo?,

J. Martinez5, D. Garcia de Viedma?, Grupo INDAL-TB
!Microbiologia, H. Torrecdrdenas. ?Microbiologia, H. Gregorio
Mararfién, CIBER Enfermedades Respiratorias-CIBERES.
*Medicina Preventiva, H Poniente. *“Unidad de TB distrito
Ponente, UTB Poniente. °Area Gestién Sanitaria Levante,
Distrito Levante. 5Servicios Médicos, I. Penitenciaria “El
Acebuche™. (*) Beneficiaria contrato programa Comunidad de
Madrid (Orden 7580/2003) cofinanciado por Fondo Social
Europeo.

Objetivos: 1) Describir los clusteres de transmisién recien-
te identificados por RFLPIS6110 y VNTR-MIRU 2) Conocer
la concordancia entre ambos métodos.

Material y métodos: Muestra: Una cepa de C. M. tubercu-
losis (CMTB) por cada uno de los 314 casos de TB confirma-
dos en Almeria entre 01/2005 y 12/2007; muestra poblacio-
nal con alta proporcién de extranjeros (184; 58,6%), de origen
mayoritario africano (114(62%)). Genotipado: Mét. A: RFLP
1S6110. Mét B: MIRU-VNTR-15. Cluster RFLP: casos cuyas
cepas comparten idéntico genotipo. Cluster MIRU: se aplica-
ron dos criterios i) exigiendo identidad estricta de MIRUti-
pos (ID) y ii) tolerando variaciones minimas en un solo locus
(VSL). Caso huérfano: su cepa es un genotipo no compartido.
Concordancias: si A y B consideran el caso en el mismo clus-
ter o huérfano. Discordancias: si A agrupa en cluster y B con-
sidera huérfano o viceversa. Pérdidas: A: cepas no viables o
patrones de < 6 bandas y no tipadas con A o B. Estadisticos:
acuerdo (%), i. kappa y y prob. condicional.

Resultados: Muestra valida 175 (56%). Anticipacién en la
obtencién del genotipo por MIRU15: 37 dias de media.
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Total N.°de Clusteres ClL CL Cl Concord.
casos en clusteres autéctonos extranj. extranj. autéctonos (I. kappa)
cluster (rango unina- multina- y
t. fio) cional ionales extranj.
RFLP-IS610 75 29 (2-5) 9 9 5 6 81,7%
MIRU (ID) 62 25 (2-7) 10 10 2 3 (0,62)
RFLP-IS610 75 29 (2-5) 9 9 5 6 81,7%
MIRU (VSL) 73 25 (2-7) 9 9 3 4 (0,62)

Las probabilidades de permanecer en cluster por ambas téc-
nicas (P (B/A),), contemplando los criterios de definicién de
cluster por MIRU15 planteados, fueron 0,73 (55/75) para ID
y 0,77 (58/75) para VSL; por otra parte, las de permanecer
con cepa huérfana (P(B/A),) fueron 0,88 (88/100) y 0,85
(85/100) respectivamente.

Conclusiones: 1. Se identifican diferencias en la asignacién
de clisteres entre ambas técnicas. El criterio de asignacién
estricto o tolerante de los clisteres definidos por MIRU15 no
modifica la correlaciéon con RFLP. 2. La técnica MIRU-15
muestra una tendencia a disgregar casos agrupados por
RFLP. 3. A pesar de obtener una buena concordancia entre
ambas técnicas se debe explorar el significado epidemiolégi-
co de las discrepancias RFLP/MIRU.

FIS (030986, 060882, 061467, 0690490, 0690357), J. Anda-
lucia (05151, 06453), CIBERES (06060058).
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ANALISIS DE LA TRANSMISION RECIENTE DE
TUBERCULOSIS EN LOS CASOS ECUATORIANOS DE
MADRID E IDENTIFICACION DE CEPAS CANDIDATAS
DE SER IMPORTADAS DESDE ECUADOR

N. Alonso Rodriguez!, D. Kuff6?, P. Araya®, V. Ritacco?,

F. Chaves?, J. Iiigo®, M. Herranz!, EpiMOLTB Madrid,

Emilio Bouza! y Dario Garcia de Viedma!

EpiMolTB Madrid: Raquel Cias, Rosa Daza, Diego Domingo,
Jaime Esteban, Julio Garcia, Enrique Gémez Mampaso, Elia
Palenque, Maria Jesus Ruiz Serrano

1Servicio de Microbiologia, Hospital Gregorio Marafion, Madrid;
CIBER Enfermedades Respiratorias (CIBERES); ’INH Ecuador;
3ISP Chile; ?*ANLIS Malbran/ CONICET, B Aires Argentina;
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Objetivos: Analizar molecularmente la transmisién recien-
te de la tuberculosis (TB) en pacientes inmigrantes ecuato-
rianos tras su llegada a Madrid, e identificar cepas candida-
tas de ser importadas desde Ecuador.

Material y métodos: Se genotiparon mediante 1S6110-
RFLP (RFLP) 633 cepas de Mycobacterium tuberculosis
(MTB) aisladas de pacientes inmigrantes diagnosticados en
8 dreas sanitarias de Madrid y 475 cepas aisladas de pa-
cientes autdctonos de 2 de estas areas durante el periodo
2004-2006. Ademds, se genotipé una muestra de 88 cepas
aisladas en 16 provincias diferentes de Ecuador en los anos
2002 y 2006. En el andlisis se estudiaron los casos ecuato-
rianos en Madrid: i) infectados por una cepa compartida con
otro/s caso/s (clusters) en Madrid, candidatos de haber ad-
quirido la TB por transmisién reciente tras su llegada a Es-
pafa y ii) infectados por cepas que fueran identificadas en
Ecuador, candidatos de haber importado la TB desde su pa-
is de origen.

Resultados: El 22% (140/633) de los casos de TB en inmi-
grantes fueron ecuatorianos. De éstos, el 42,8% formaron
parte de 33 clusters (2-18 representantes) que incluyeron 1-
7 casos ecuatorianos. El 69,7% de los clusters fueron multi-
nacionales (2-7 nacionalidades), de los cuales, el 73,9% in-
cluyeron casos autéctonos.

En la muestra de cepas circulantes en Ecuador, se identifi-
caron 66 RFLP-tipos diferentes, de los cuales 10 fueron tam-
bién identificados en casos ecuatorianos de Madrid. La ma-

yor parte de estos genotipos compartidos (9/10) se identifica-
ron en casos que habian sido considerados huérfanos (no
agrupados en cluster) en Madrid, mientras que el genotipo
restante estaba implicado en un cluster que agrupaba 11 ca-
sos ecuatorianos.

Conclusiones: Un porcentaje importante de los casos ecua-
torianos en Madrid participa en cadenas de transmisién re-
ciente. Existe una elevada permeabilidad en la transmision
de la tuberculosis entre la poblacién ecuatoriana y otras na-
cionalidades, incluida la espaiiola.

La comparacién de genotipos circulantes en Ecuador con los
aislados de los casos ecuatorianos en Madrid, facilité la iden-
tificacién 1) de casos candidatos de haber importado la TB y
ii) de una potencial importacién de una cepa prevalente en
Ecuador.
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