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INTRODUCCION

La identificacion de las Micobacterias No Tuberculosas (MNT) ha dependido
del agrupamiento de organismos basado en caracterizaciones fenotipicas y
estudios quimiotaxonémicos que analizan los &cidos micodlicos y los acidos
grasos a través de métodos que incluyen a la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), la
Cromatografia Gas-Liquido (GLC, Gas Liquid Chromatography) y la
Cromatografia en Capa Fina (TLC, Thin Layer Chromatography).
Desafortunadamente, hay pocos laboratorios equipados para poder realizar
estos estudios de rutina, ya que el costo para este tipo de analisis es muy
alto. Sin embargo, durante las ultimas dos décadas, la comparaciéon de las
secuencias genéticas del RNAr 16S se ha transformado en el estandar para

la identificacion de nuevas especies.

El gen RNAr 16S, una secuencia de aproximadamente 1 500 nucledtidos
codificada por el DNA ribosémico (DNAr) 16S, es un gen altamente
conservado en el genoma de las micobacterias y el fragmento que se
empleara en este proyecto comprende una porcion de la region codificante
RNAr 16S en el que estan incluidas las zonas de los promotores y las
regiones variables V2 (los iniciadores Mycav-R y Mycint-F se unen a
secuencias especificas aparentemente solo presentes en la regién V2 de la
especie Mycobacterium avium y de la especie Mycobacterium intracellulare)
y V3 de su porcion codificante asi como parte del extremo 3’ del gen murA
(que codifica para una UDP-acetilglucosamina carboxivinil transferasa).
Todos estos elementos genéticos diana seran usados para la identificacion y
caracterizacion molecular de las MNT mediante PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa, del inglés Polymerase Chain Reaction). De igual forma, en
el proyecto se implantara el uso de la proteina de choque térmico de 65 kDa
(del gen hsp65) que también esta altamente conservada en el genoma de las

micobacterias; una porcion variable de este gen, una secuencia de 439 pb




también conocida como fragmento Telenti sera utilizada para el Analisis de
Restriccion de productos de PCR (PRA, del inglés Polymerase Chain
Reaction Restriction Analysis), en el cual se usaran las enzimas de
restriccion BstEll y Haelll, como otra forma de comparacion molecular de

especies.

Las MNT estan presentes en aves, animales y en el hombre, donde no
causan enfermedad alguna a no ser que el hospedador esté debilitado o en
situacion de inmunodepresion. En este caso, las micobacterias incluidas
dentro de este complejo MNT tienen gran importancia en la Salud Publica ya
gue causan infecciones generalizadas en pacientes inmunodeprimidos,
especialmente en enfermos con el sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) y diabetes. En los trabajos publicados sobre MNT se han
encontrado asociaciones al tabaquismo y a la existencia de una patologia
pulmonar subyacente (Enfermedad pulmonar obstructiva crénica -EPOC-,

Tuberculosis residual y bronquiectasias).

Uno de los alcances de este proyecto se vera reflejado en la comunicacion
rapida del resultado de especiacion de la micobacteria con el médico, que
permitira administrar un tratamiento especifico para la micobacteriosis
plenamente identificada. Clinicamente, la eleccidon del tratamiento varia en
funcidén de tres factores fundamentales: la forma de presentacion clinica, la
especie de micobacteria responsable y el estado inmunitario del paciente.
Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-1993 para la prevencion y
control de la tuberculosis en la atencién primaria a la salud, modificada en el
2005, los farmacos que se utilizan en el tratamiento primario acortado de la
tuberculosis, son: Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, y Etambutol, cuyas
reacciones adversas son de dafio hepatico grave. En el caso de la
enfermedad por el Complejo M. intracellulare y M. avium (MAC), la mas
frecuente descrita en la actualidad, se han administrado con éxito la

Claritromicina y la Rifabutina, en el tratamiento y profilaxis de la enfermedad.




Biologia Molecular (PCR y PRA), la implementacion de estas técnicas como
pruebas de rutina diagndstica de cultivos positivos y la alimentacion de la
base de datos al recopilar la historia clinica de los pacientes portadores de
micobacteriosis para su seguimiento clinico en el Hospital Regional “General

Ignacio Zaragoza” ISSSTE.




1. JUSTIFICACION

Por lo menos 125 especies de MNT han sido identificadas, de las cuales se
sospecha que 60 son causantes de enfermedades en el humano. A pesar de
gue su frecuencia ha aumentado en los Ultimos afios, son escasas las
publicaciones sobre infecciones en nuestro pais. Aunado a esto, no se ha
reportado el riesgo que representa la presencia de micobacterias en
poblaciones de pacientes inmunocomprometidos, tales como los que
padecen de SIDA o diabetes; es importante considerar a ese tipo de
inmunodeficiencias, ya que el nUmero de casos se incrementa afio con afio y
no se sabe el riesgo que algunas de ella puedan ocasionar a la poblaciéon
mexicana cuando se combinan con infecciones micobacterianas; asi mismo,
es importante conocer los factores que se encuentran asociados a las
micobacteriosis, ya que de esta manera se podria contribuir a su control

epidemioldgico.

Las enfermedades pulmonares causadas por MNT son practicamente
indistinguibles de las ocasionadas por los miembros del Complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), desde el punto de vista clinico,
microbiolégico y radiolégico. Por lo tanto, la identificacion correcta de la
especie de micobacteria que causa una determinada infeccion, es critica
para el adecuado manejo del paciente, ya que se necesita de medicamentos

especificos, dependiendo de la micobacteria patégena involucrada.

La busqueda de técnicas moleculares para la identificacion micobacteriana
gue diferencien al mayor niumero de especies posible, que sean rapidas,
precisas, relativamente baratas comparadas con otras técnicas y que se
implementen en los laboratorios clinicos como un diagnéstico de rutina, se
traducira en la rapida recuperacion del paciente, impactando claramente en

una disminucién de costos para el Sector Salud.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El género Mycobacterium
2.1.1 Caracteristicas microbioldgicas

Taxondémicamente, las micobacterias estan incluidas en el phylum
Actinobacteria, clase Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden
Actinomycetales, suborden Corynebacterineae, familia Mycobaceriaceae,
género Mycobacterium. ElI orden Actinomycetales incluye ademas a los
géneros Corynebacterium y Nocardia (formando el denominado grupo CMN)
y Rhodococcus, que se diferencian principalmente por el tipo de pared

celular.'®

El género Mycobacterium comprende bacterias con forma de bacilos rectos o
ligeramente curvos, cuyo tamafio oscila entre 0.2 a 0.6 ym de anchoy 1.0 a
10 um de largo; algunas veces pueden aparecer con formas ramificadas,
filamentosas 0 semejantes a micelios, que pueden fragmentarse en
elementos bacilares o cocoides. No forman hifas aéreas visibles.
Tintorealmente, se caracterizan por una acido alcohol resistencia debido a
una pared celular constituida por acidos micélicos de 60-90 carbonos que
impiden la eliminacién de los colorantes una vez absorbidos. Son aerobias,
inmoviles, no forman endosporas y su temperatura Optima de crecimiento
esta entre 30°C y 45°C. El contenido de guanina y citosina (G+C) del DNA

varfa entre el 61y 71%.°

De vital importancia resulta mencionar que las micobacterias poseen una
pared celular gruesa con un elevado contenido lipidico que constituye el 60%
del peso seco de la misma (Figura 1). Esta pared consta de cuatro capas: la
mas interna es el peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina y
acido N-glucolilmuramico con cadenas cortas de alanina o glicina en el caso

de M. leprae. Esta capa confiere rigidez y forma a la bacteria. La segunda
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capa esta constituida por arabinogalactanos que se encuentran unidos a los
acidos micélicos de la tercera capa, la cual esta formada por acidos grasos
de cadena larga (60 a 90 atomos de carbono) de gran importancia
taxondmica. La capa mas externa se encuentra constituida por lipidos como
la trehalosa 6,6 -dimicolato. En conjunto, esta composicién de la pared le
confiere a la micobacteria una escasa permeabilidad, que es responsable,
entre otras cosas, de la ineficiencia de multiples agentes antimicrobianos, asi
como de la caracteristica acido-alcohol resistencia con determinadas
tinciones para su visualizacion microscépica. Ademas, determinados
componentes de la pared, como el lipoarabinomanana, intervienen en la

patogenia y favorecen la supervivencia del microorganismo en el interior de

6,12,14
Glucolipicos
Lipoarabinomanano
(LAM)
Pared

Celular

los macrofagos.

Acidos
Micalicos

Arabinogalactano
Peptidoglicano

Fosfatidilinositol
Mandsido

A T ﬁmm
WU L LU LA

Figura 1. Esquema de la envoltura celular del género Mycobacterium

FUENTE: Besra GS, and Chatterjee D. Lipids and carbohydrates of
Mycobacterium tuberculosis. In B. R. Bloom (ed.), Tuberculosis:
pathogenesis, protection, and control. ASM Press. 1994. 285-306.

2.1.2 Clasificacion

La clasificacion intragenérica de estas bacterias se basa no solamente en las
homologias genéticas entre los aislados como en la mayoria de las bacterias,

sino también en las caracteristicas patogénicas, clinicas y epidemioldgicas.
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Existen muchas clasificaciones de las micobacterias, una de las mas
aceptadas es aquella que las divide en dos grandes grupos: el de
micobacterias dificilmente cultivables o no cultivables, productoras de
lesiones dérmicas y nerviosas (M. leprae y M. lepraemurium); y el grupo de
micobacterias cultivables, que a su vez se divide en funcion de la velocidad

de crecimiento, en bacterias de:

» Crecimiento lento: requieren de 2 a 6 semanas para su aislamiento
primario e incluyen especies patégenas para el hombre y los animales,
con requerimientos nutricionales complejos (M. tuberculosis, M. bovis
y M. avium)

» Crecimiento rapido: el aislamiento primario se obtiene en menos de 7
dias y la mayoria son especies saprofitas presentes en el suelo que
no requieren factores especiales para su crecimiento (M. phlei, M.
fortuitum, etc.), aunque algunas veces puedan manifestarse como

patogenas.

En una simplificacion clinica, las micobacterias cultivables se dividen en
micobacterias tuberculosas, Complejo M. tuberculosis (CMT), que incluye las
especies bacterianas responsables de la tuberculosis humana y animal (M.
tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. microti, M. cannetti y M.
pinnipedii), y micobacterias no tuberculosas que también se denominan
atipicas, micobacterias distintas de tuberculosis (MOTT, mycobacteria other
than tuberculosis) o micobacterias ambientales potencialmente patégenas

(PPEM, potentially pathogenic environmental mycobacteria).*

2.2 Micobacterias No Tuberculosas
2.2.1 Generalidades

Las MNT se distinguen del CMT por el hecho de que la mayoria de ellas no

son muy virulentas; ademas, no hay evidencia de su transmision persona-
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persona.®® Se pueden encontrar como sapréfitas, comensales y simbiontes.
Exhiben gran variacion en su morfologia colonial, sensibilidad a antibi6ticos,
biocidas y virulencia. Son habitantes del agua, polvo, suelo, animales,
hombre, plantas y alimentos. Su prevalencia se explica por su alta e innata
resistencia al cloro, al ozono y a biocidas.* Las micobacterias
pertenecientes al Complejo M. avium (MAC), en el que se incluyen M. avium
y M. intracellulare, se han aislado de los grifos de agua, habiéndose descrito,
incluso, epidemias nosocomiales de enfermedad diseminada —en pacientes
con SIDA- por transmisién a través de grifos de hospital; por su parte, M.
kansasii se ha aislado de forma repetida en sistemas de conduccién de agua
y grifos; y M. xenopi, al necesitar temperaturas superiores a 28°C para su
crecimiento, se aisla casi exclusivamente del agua caliente o de sus sistemas
de conduccion, hecho que puede producir casos intrahospitalarios; M.
marinum tiene su reservorio y se transmite a traveés del agua salada, pescado
fresco, agua embalsada y piscinas, mientras que M. fortuitum, M. chelonae y
M. abscesus, se pueden aislar de la tierra y del agua.® Ademas, pueden
formar biopeliculas, toleran temperaturas extremas Yy poseen una
extraordinaria capacidad de sobrevivencia en agua con bajas cantidades de
nutrientes. La prevalencia de enfermedades por MNT se ha incrementado a
raiz del aumento en el ndmero de pacientes que padecen alguna

inmunodepresién.*

2.2.2 Clasificacion
Las MNT se dividen en cuatro grupos basandose en las caracteristicas de
velocidad de crecimiento, pigmentacién y morfologia de las colonias, de

acuerdo con la clasificacion de Runyon.

Los tres primeros grupos requieren un minimo de 14 dias de incubacién en

condiciones Optimas para formar colonias visibles en un medio sélido.
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» Grupo |, especies fotocromégenas, pigmento amarillo-claro, colonias
rugosas: incluye a microorganismos que producen pigmento
solamente si son expuestas a la luz (M. kansasii, M. marinum, M.
simiae y M. asiaticum).

» Grupo ll, especies escotocromédgenas, colonias lisas: especies en las
gue la produccién de pigmento amarillo-naranja es independiente de
las condiciones luminicas durante la incubacion (M. gordonae, M.
scrofulaceum, M. szulgai y M. flavescens).

» Grupo lll, especies no cromégenas de crecimiento lento (M.
intracellulare, M. avium, M. xenopi, etc.).

» Grupo IV, especies de crecimiento rapido de pigmentacion variable

(M. fortuitum, M. chelonae, M. smegmatis, M. phlei, etc.)®

2.2.3 Importancia clinica

Las MNT colonizan, persisten, se replican y causan infecciones en humanos.

Las enfermedades por estas micobacterias son llamadas micobacteriosis.

Las enfermedades producidas por MNT no son de declaracion obligatoria,
por lo que los datos sobre su incidencia o prevalencia solo pueden
considerarse como aproximados y estrechamente ligados a las posibilidades
de aislamiento e identificacion de los laboratorios locales. En cualquier caso,
siempre se ha aceptado que existe una gran variabilidad geogréfica, tanto en
la prevalencia de la enfermedad como en las especies responsables de las

mismas. 3

Como el bacilo de la tuberculosis, las MNT pueden integrarse facilmente a
aerosoles, pero en este caso a los que se generan por movimientos de agua
y aire en la naturaleza. Los aerosoles son aspirados por el hombre y ésa es
la via por la que mas frecuentemente lo infectan, aunque también lo pueden

hacer por via digestiva o por alguna lastimadura de la piel o heridas.
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Normalmente colonizan el arbol respiratorio o el tracto digestivo o urogenital
sin causar dafio alguno. Comunmente los individuos inmunodeficientes
(como son los que padecen SIDA y tienen bajos niveles de linfocitos T) son
vulnerados por estas micobacterias; el riesgo aumenta cuando han sufrido de
enfermedades pulmonares crénicas (tuberculosis, enfermedad obstructiva
cronica, asbestosis, silicosis, etc.). Las MNT tienen capacidad para subsistir
en soluciones o instrumentos de uso hospitalario y prétesis, elementos que

pueden ser vehiculos de serias infecciones posquirargicas.

El complejo de micobacterias oportunistas con mayor incidencia es el
integrado por M. avium y M. intracellulare y su localizacion mas frecuente es
la pulmonar. Siguen, en orden de frecuencia, algunas micobacterias de
rapido desarrollo: M. fortuitum, M. abscessus y M. chelonae. En algunas
areas geograficas destaca la frecuencia de M. kansasii, la mas virulenta entre
las micobacterias ambientales y la Unica que normalmente es sensible al

esquema antituberculoso de primera linea.

En casos excepcionales, existen motivos para dudar si lo que se ha
observado, por examen microscépico o en el medio de cultivo, es una
micobacteria diferente al bacilo de la tuberculosis; bajo estas condiciones es
importante diferenciar entre tuberculosis, micobacteriosis o presencia de una
micobacteria banal y la distincién, debe ser realizada con la mayor celeridad
posible, en especial si se trata de un paciente comprometido
(inmunodeprimido por efecto del VIH -virus de la inmunodeficiencia humana-
o corticoides, sometido a procedimientos quirdrgicos incluyendo trasplantes,
etc.). En estas situaciones se abren tres posibilidades frente al paciente:
tratarlo por tuberculosis, administrar tratamiento o quimioprofilaxis contra
una micobacteriosis (con esquemas diferentes a los antituberculosos) o no
tratarlo. Si el paciente ya tiene quimioterapia instaurada, el resultado preciso
del laboratorio orientard a mantener el esquema o modificar el régimen

inicialmente adoptado. Por otra parte, si se diagnostica tuberculosis es
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necesario desencadenar el control de contactos y medidas para la
contenciéon de la transmision de la enfermedad, actividades innecesarias en

el caso de identificar a una micobacteria ambiental.?®

2.2.3.1 Patologia

De acuerdo a su patogenicidad, las micobacterias pueden ser pueden
catalogadas en tres Grupos de Riesgo: el Grupo de Riesgo | encuadra a
micobacterias que nunca o excepcionalmente han sido descritas como
causantes de patologia en adultos inmunocompetentes; en el Grupo de
Riesgo I, las micobacterias se consideraran como microorganismos
oportunistas, con riesgo individual moderado y de variable gravedad para la
comunidad; se consideraran como oportunistas mayores u oportunistas
menores segun la mayor o menor frecuencia en que ocasionan patologia al
hombre; finalmente, en el Grupo de Riesgo Il se encuentran los patdgenos,
con alto riesgo de transmision por el aire; la enfermedad suele ser grave para

el individuo, a veces fatal y de gran riesgo para la comunidad (Tabla 1). °

Segun la ATS (American Thoracic Society) en su articulo: Diagnosis and
Treatment of Disease Caused by Nontuberculous Mycobacteria, existen

diferentes presentaciones clinicas de las micobacteriosis:
» Enfermedad Pulmonar

La enfermedad pulmonar cronica es la mas frecuente manifestacion clinica
localizada de MNT. ElI complejo MAC seguido, por M. kansasii, son los
patdégenos mas frecuentemente aislados. Otros patbgenos que en ocasiones
causan enfermedad pulmonar incluyen a M. abscessus, M. fortuitum, M.
szulgai, M. simiae, M. xenopi, M. malmoense, M. celatum, M. asiaticu y M.
shimodii. Los pacientes mas afectados son los adultos mayores, en general.

Los signos y sintomas de la enfermedad pulmonar son variables e
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Tabla 1. Clasificacion de las micobacterias desde el punto de vista

Patégenas

clinico, segun al grupo de riesgo que pertenecen.

Oportunistas

Oportunistas

Saprofitas®

M. tuberculosis

M. africanum
M. bovis
M. canetti

=T 22 2 2 25 L5°0L£

mayores
. kansasii

. scrofulaceum
. Szulgai

. Xenopi

. Simiae

. ulcerans

. avium

. intracellulare
. malmoense

. haemophilum
. shimodei

. marinum

menores®

. intermedium

. buckleii

. asiaticum

. gordonae’

. lentiflavun

. interjectum

. bohemicum

. tusciae

. celatum

. genavense

. branderi

. conspicum

. heidelbergense
. hovocastrense
. fortuitum

. chelonae

. mucogenicum
. septicum

. inmunogen

. Smegmatis

S —
. flavencens

<

LT I L 2 2 25 2 £ K25 £ L5°0L<

. gastri

. terrae’

. triviale

. honchhromogenicum
. acapulcense
.aurum

. confluentis

. duvalii

. gadium

. hasiaticum

. gilvum

. phlei*

. vaccae

1. Patdégeno excepcional, 2. Sélo se resefian las que suelen aislarse de

muestras clinicas humanas, 3. Micobacterias atipicas poco frecuentes como

patégenos y/o descritas recientemente.
FUENTE: Casal MM y Casal M.

patégenos emergentes. Enf Emerg. 2000. 2(4): 220-230

Las micobacterias atipicas como
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inespecificos, e incluyen: tos crénica, expectoracion y fatiga; con menor
frecuencia, malestar general, disnea, fiebre, hemdptisis y pérdida de peso. La
evaluacién es a menudo complicada por la coexistencia de enfermedades

pulmonares (EPOC, bronquiectasias, fibrosis quistica y neumoconiosis).
» Linfadenitis

En la actualidad, aproximadamente el 80% de los casos comprobados de
linfadenitis por MNT se deben al complejo MAC; los casos restantes son
causados por M. scrofulaceum y M. malmoense. La infecciébn de nodulos
linfaticos, submaxilares, cervicales o preauriculares y submandibulares en los
nifios entre 1y 5 afos de edad, es la presentacidon mas comun de linfadenitis
por MNT. En ausencia de infeccion por el VIH, rara vez afecta a los
adultos. La enfermedad se produce con raros sintomas sistémicos. Los
ganglios linfaticos afectados son generalmente unilaterales. Los nodos
pueden aumentar de tamafio con rapidez, y su eventual ruptura, incluso,

con formacién de fistulas, se traduce en drenaje.
» Lesiones cutaneas localizadas

Las especies de MNT que mas comunmente causan infecciones localizadas
de la piel y tejido subcutaneo son: M. fortuitum, M. abscessus, M. marinum y
M. ulcerans. Enfermedades nosocomiales, como infiltraciones del peritoneo,
abscesos, infecciones de heridas quirdrgicas, son causadas por M. fortuitum,
M. abscessus y M. chelonae. Mycobacterium marinum es la causa de
"granuloma de las piscinas" o "granuloma pecera" y las lesiones suelen
aparecer en forma de papulas en una extremidad, sobre todo en los codos,
rodillas y dorso de pies y manos, avanzando subsecuentemente a una Ulcera
superficial y formando cicatrices. Mycobacterium ulcerans causa indoloras
lesiones necréticas de la piel y el tejido subyacente, que a menudo resultan

en graves deformidades de las extremidades.
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» Enfermedad diseminada en pacientes con VIH

La enfermedad diseminada por MNT en pacientes con infeccion por VIH, por
lo general sbélo se produce en los pacientes con inmunocompromiso
avanzado. Debido a que estos pacientes suelen tener otras
complicaciones, el diagnoéstico de la infeccion por micobacterias puede ser
confundido o retrasado. El diagndstico es muy raro en personas con mas de
100 células CD4/uL de sangre, y por lo general se debe sospechar so6lo en
las personas con menos de 50 células CD4/uL de sangre. La mayoria de los
pacientes (> 90%) manifiestan fiebre, acompafiada de sudoraciones
nocturnas, peérdida de peso, anemia, dolores abdominales y diarrea. El
complejo MAC y M. kansasii son los principales agentes etiol4gicos.*

2.2.3.2 Factores de virulencia

Los factores de virulencia son determinantes para la colonizacion y
proliferacion micobacteriana en el hospedero, por lo que pueden catalogarse
como indispensables para la supervivencia del patdgeno y la patogenia de la

afeccion. Entre los que caracterizan a las MNT destacan los siguientes:
» Micolactonas

Son macrolidos integrantes de una pequefia familia de toxinas lipofilicas que
estan constituidas por una cadena de policétidos, la cual se encuentra
esterificada en un segmento central de 12 atomos. Sus principales
representantes son las micolactonas A y B, producidas especificamente por
M. ulcerans, especie para la que representan un trascendental factor que
sustenta la supervivencia micobacteriana en las glandulas salivales de
diversos insectos, principalmente en aquellos que caracterizan a las zonas

geograficas en donde la ulcera de Buruli se considera endémica.
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Esta clase de compuestos parece tener actividad citotoxica, analgésica e
iInmunosupresora y a ellos se les atribuye la ausencia de respuestas
inflamatorias durante la enfermedad; de hecho, de acuerdo con lo observado
en modelos in vivo, la inyeccion subcutanea de micolactona purificada
reproduce la patologia causada por M. ulcerans. A nivel de las células del
hospedero, estas sustancias inducen alteraciones en el citoesqueleto, antes
de detener el ciclo celular en la fase Go/G1 y de provocar la muerte celular
mediante apoptosis, via la activacion de las caspasas. Dado que son
moléculas pequefias e hidrofébicas, parecen ingresar en la célula mediante
difusién pasiva, sin requerir algun receptor; se acumulan en el citoplasma (no
en el nucleo) uniéndose lenta pero irreversiblemente a un subconjunto de
proteinas citoplasmaticas. La sintesis de estas moléculas depende de
proteinas codificadas en un grupo de seis genes residentes en el plasmido
pMUMOO1 de 174 kb (Figura 2), rico en secuencias de insercion y con
importante homologia en la mayor parte de sus cadenas, lo que implica cierta
inestabilidad y evolucion reciente; esto ultimo con base en multiples eventos
de recombinacion y duplicacion. Si bien se han recuperado micolactonas
relativamente homogéneas de las cepas aisladas en diferentes regiones
geograficas, existe heterogeneidad en cuanto a la estructura y citotoxicidad
de las asociadas a distintas clonas de M. ulcerans, en congruencia con sus
distintos grados de virulencia y de capacidad invasiva del organismo

humano.
» Envoltura celular micobacteriana

La envoltura celular se considera el principal factor de virulencia de las MNT;
actia como una importante barrera de permeabilidad para moléculas
polares, lo que ademas confiere resistencia micobacteriana a la accion de
acidos, alcalis e hipoclorito. Se encuentra conformada por una capa interna
de peptidoglicanos y de polisacaridos arabinogalactanos, a la cual rodea la

capa externa constituida por proteinas, carbohidratos y lipidos, todos los que
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influyen para conferir carga negativa a la superficie bacteriana, al margen de

su participacion como “ligandos” de unién a macréfagos. Ademas, los 4cidos

micolicos inducen diferentes respuestas por parte del hospedero y otros

diversos componentes expuestos son reconocidos por ciertos receptores

celulares, facilitando a la bacteria su establecimiento y multiplicacion. Los

principales compuestos implicados en estas tareas vitales son los siguientes:

Glicopeptidolipidos (GPL). Son los constituyentes predominantes de
la envoltura de numerosas MNT, aparentemente son especificos para
cada especie y apoyan la evasion de los mecanismos antibacterianos
macrofagicos. En este sentido, se acumulan dentro del fagosoma
durante el crecimiento intracelular micobacteriano, lo que da lugar a
una especie de “capsula” que rodea y protege a las MNT de la accion
de las especies reactivas de oxigeno producidas por el fagocito.
Adicionalmente, los GPL tipo C presentes en patdgenos oportunistas
para el humano (M. avium, M. intracellulare, M. scrodulaceum, M.
peregrinum, M. chelonae y M. abscessus) son responsables de la
variacion antigénica, factor importante para la evasion de la respuesta

inmune.

Lipomananas (LMs) vy lipoarabinomananas (LAMs). Estos
lipoglicanos complejos parecen promover la supervivencia de las
micobacterias, interactuando con diferentes células del hospedero,
regulando la produccion de citocinas proinflamatorias vy
antiinflamatorias, inhibiendo la actividad microbicida de los macrofagos
e impidiendo la proliferacion de los linfocitos T. Las diversas formas de
LAMs han sido implicadas en un amplio rango de funciones biolégicas,
incluidas las inhibiciones de la proliferacién de los linfocitos T y de la
actividad microbicida de los macrofagos, asi como la neutralizacion de
las especies reactivas de oxigeno (EROS). De hecho, se les ha

clasificado como modulinas, ya que manipulan el sistema inmunitario
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del hospedero y desencadenan multiples vias de sefializacion que
controlan la apoptosis y la produccion de IL-12, tanto en macréfagos

como en células dendriticas.

Acidos micolicos. Representan un tercio de la masa seca de la
envoltura celular y corresponden a cadenas de acidos grasos de alto
peso molecular, esterificados a los arabinogalactanos de la pared
celular. Confieren al microorganismo una gran resistencia al dafio
quimico y a la deshidratacion, asi como baja permeabilidad a diversos
antibidticos y a sustratos hidrofilicos. Cuando la bacteria crece dentro
de los macrofagos y/o en el tejido pulmonar, la cantidad de
cetomicolatos (los cetomicolatos son modificaciones estructurales
inducidas por metiltransferasas) es mayor, lo que sugiere la posibilidad
de que esta clase de micolatos resulte importante para la

supervivencia micobacteriana.

Glicanos. Son los componentes predominantes en una capa de la
envoltura celular equivalente a la capsula de otras bacterias. Sus
residuos de manosa, glucosa y arabinosa podrian estar involucrados
en las interacciones iniciales de las MNT con los macrofagos y
neutrofilos, aunque dicha capa también resulta importante para la
supervivencia micobacteriana dentro de las células del hospedero;
incluso, esta considerada entre los factores a través de los cuales el

microorganismo llega a “controlar” el sitio anatémico infectado.

2,3-Di-O-aciltrehalosa (DAT). Corresponde a un glicolipido localizado
en la capa exterior de la envoltura celular, cuya estructura esta
formada por dos cadenas de acidos grasos y dos a-glucosas. En virtud
de que no se encuentra unido covalentemente a los peptidoglicanos,
puede interactuar con las células del hospedero e insertarse en la

membrana de estas Ultimas, alterando su funcionamiento global, se
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trate o no de células fagociticas. Estudios realizados con M. fortuitum
han revelado que estos residuos inducen una respuesta humoral (la
cual en las micobacterias es inofensiva) y ejercen una accion
inhibitoria en cuanto a la proliferacion de linfocitos T mediada por

mitégenos.

= Fosfolipasas. Manifiestan un amplio espectro de efectos in vivo e in
vitro, los cuales incluyen desde alteraciones menores en la membrana
celular hasta fendmenos letales. La expresion de estas enzimas
aumenta en macréfagos infectados, lo que sugiere un papel relevante

en la patogénesis.

» Supervivencia micobacteriana en el interior de los macréfagos

Las micobacterias patogenas difieren de las no virulentas en cuanto a que
invaden las células del hospedero con mayor eficacia; se adhieren a diversas
moléculas presentes en la superficie “blanco” y evidencian una notable

capacidad para reproducirse intracelularmente.

Utilizando a M. marinum (especie cercanamente a M. tuberculosis), se han
logrado identificar dos loci, denominados mell y mel2, los cuales aumentan
la capacidad micobacteriana para infectar macréfagos. Ambos estan
constituidos por 11 genes Yy codifican para componentes membranales o de
secrecion, asi como para lipidos implicados en la adherencia y en el ingreso

de las células del hospedero.

En M. avium se ha detectado una proteina cuya secuencia de aminoacidos
es similar a la de la hemaglutinina de unién a heparina de M. tuberculosis:
ambas se unen al componente C3 del complemento y su carga positiva les
permite reaccionar con las moléculas con carga negativa situadas sobre la

superficie de los macréfagos, e incluso, fijarse a glicoconjugados sulfatados
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tales como la heparina, o que adiciona otra via para que el microorganismo
logre adherirse a la célula “blanco” y a los componentes de la matriz
extracelular, como paso previo a su internalizaciéon en las células del
hospedero. En este sentido, cabe destacar que, en general, todas las
micobacterias virulentas son intracelulares facultativas y que su crecimiento
ocurre preferentemente en el interior de los fagosomas de la serie monocito-
macréfago. Una vez dentro de la célula hospedera, las micobacterias crecen
y viven dentro del fagosoma sin que ocurra su acidificacion ni la fusion
fagolisosomal. Sorprendentemente la bacteria interfiere la sefializacion en el
macréfago, creando un microambiente adecuado para sSu propia
supervivencia, que la hace resistente a los mecanismos oxidativos del
fagocito. Esta situacion parece deberse a que, en un lapso de 24-48 horas,
se activan promotores micobacterianos asociados a actividades bioldgicas
tales como la sintesis de nucleotidos, replicacion del DNA, sintesis de

policéticos, traduccion de proteinas y degradacion de macromoléculas.
» Inhibicion de laformacion del fagolisosoma

Normalmente, una bacteria es internalizada a los fagocitos dentro de
vesiculas denominadas fagosomas, las cuales se acidifican y se fusionan
con los lisosomas, dando lugar a estructuras conocidas como fagolisosomas
o lisosomas secundarios. El proceso depende de la expresion de proteinas
trascendentales: la membrana del fagosoma expresa componentes
especificos de superficie tales como Rab5, correspondiente a una GTPasa
gue regula el acoplamiento y la fusibn de membranas del endosoma
temprano y recluta numerosos efectores (entre los que destaca el antigeno
del endosoma temprano 1) que estabilizan la estructura; posteriormente, el
fagosoma pierde estos marcadores y adquiere otros, incluidos Rab7 vy
diversas glicoproteinas, que median el ensamble y la fusion fagosoma-
lisosoma. En contraparte, las micobacterias impiden esta ultima fusién a fin

de poder crecer dentro del fagosoma macroféagico; para ello, interfieren el
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reciclaje de las proteinas Rab (evitando la adquisicion de marcadores del
endosoma tardio), retienen las proteinas de unidon a actina coroninl
(conocidas como TACO o P57), cuya participacion se ha comprobado en la
organizacion del citoesqueleto y la fusién de vesiculas, pero también
desorganizan la red de filamentos de actina encargada de dar direccién al

endosoma hacia su sitio “blanco”.

Adicionalmente, las serin/treonin protein cinasas (Pkn) tienen una
participacion importante en la supervivencia de la micobacteria dentro del
macrofago, inhibiendo la fusion fagolisosomal. Entre las mas estudiadas
destaca la PknG, la cual no presenta dominios transmembranales. En este
contexto, se ha observado que las micobacterias avirulentas no expresan
proteina PknG, lo que permite que la formacién del fagolisosoma ocurra
rapidamente y que los bacilos mueran por efecto de los compuestos

bactericidas presentes.
» Escape del fagosoma

A pesar de la similitud existente entre las distintas micobacterias patdégenas,
se ha logrado establecer que soélo algunas cepas de M. marinum son
capaces de escapar del fagosoma y liberarse hacia el citoplasma; también
sorprende su comportamiento posterior: durante el escape adsorbe colas de
actina de la membrana fagosdmica y adquiere movilidad mediante la
polimerizacién-despolimerizacion de dicha proteina contractil. Ello propicia su
propagacion intercelular hacia otras células del tejido, sin entrar en contacto

con el medio extracelular.®’
2.2.3.3 Tratamiento para micobacteriosis

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-1993 para la

Prevencion y Control de la Tuberculosis en la Atencién Primaria a la Salud,
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modificada en el 2005 establece que los farmacos de primera linea que se
utilizan en el tratamiento primario de la tuberculosis son: Isoniacida (H),
Rifampicina (R), Pirazinamida (Z), y Etambutol (E). El esquema de
tratamiento primario acortado se debe administrar aproximadamente durante
25 semanas, hasta completar 105 dosis, dividido en dos etapas: fase
intensiva, 60 dosis (diario de lunes a sabado con HRZE); y fase de sostén,
45 dosis (intermitente, 3 veces a la semana, con HR). (17) No obstante, estos
medicamentos estan asociados a una gran cantidad de efectos adversos,

como los enlistados en la Tabla 2: 2" %

Tabla 2. Efectos adversos causados por los farmacos antituberculosos.

Farmaco Reacciones Adversas
Isoniacida Neuropatia periférica, hepatitis.

szl Hepatitis, hipersensibilidad, interacciones medicamentosas,

shock, puarpura, insuficiencia renal aguda, anorexia, nausea,

dolor abdominal.

Gota, hepatitis, dolor articular.
Etambutol Alteracion de la vision

FUENTE: Secretaria de Salud. Modificacion a la Norma Oficial Mexicana
NOM-006-SSA2-1993, Para la prevencion y control de la tuberculosis en
la atencion primaria a la salud. Septiembre, 2005. Organizacion
Panamericana de la Salud. Guia para el control de la tuberculosis en
poblaciones privadas de libertad de América Latina y el Caribe (2008).
http://www.paho.org/Spanish/AD/DPC/CD/tb-prisiones-quia-ctl. pdf

Sin embargo, a pesar de un aumento considerable en el conocimiento de las
enfermedades causadas por MNT, sudiagnéstico y tratamiento aln
representan un reto, por varias razones: 1) patbgenos aislados pueden ser
indistinguibles de contaminantes o aislados saprofitos; 2) la
identificacion oportuna y confiable de las cepas depende de la correcta
comunicacion entre elmédicoy el personal de laboratorio;3) la

falta de pruebas de sensibilidad normalizadas hace que la adopcion de las
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terapias sea incorrecta; y 4) la falta de guias de tratamiento expone a los

pacientes a drogas téxicas y los resultados son decepcionantes.*

La eleccidén del tratamiento para micobacteriosis varia en funcién de tres
factores fundamentales: 1) la forma de presentacién clinica; 2) la especie de
la micobacteria responsable; y 3) el estado inmunitario del paciente. La Union
Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
(UICTER), en su Guia de la Tuberculosis para Médicos Especialistas, cita
tratamientos para enfermedades producidas por las principales micobacterias

ambientales (Tabla 3).

La resistencia in vitro a la mayoria de los farmacos antituberculosos de
primera linea es una de las caracteristicas mas llamativas de estas
micobacterias y el hecho que justificd, hasta hace poco tiempo, la aplicacion
de tratamientos agresivos con asociaciones de hasta cinco y seis farmacos
durante largos periodos de tiempo, asi como la exéresis quirdrgica en caso
de afeccion pulmonar localizada. El tratamiento actual de las enfermedades
producidas por MNT es bastante complejo, por lo que debe realizarse en

centros especializados y por personal experto.

Se considera que los pacientes con un recuento inferior a 50 células CD4/uL
de sangre estan en riesgo elevado de presentar infeccion diseminada por el
MAC y, por tanto, podrian beneficiarse de una profilaxis primaria. Esta se
puede realizar con tres farmacos: Rifabutina, que induce el metabolismo de
las antiproteasas y exige descartar infeccion por M. tuberculosis
(monoterapia encubierta); Claritromicina, que es bien tolerada y mas eficaz; o
Azitromicina, mas efectiva que la Rifabutina. Un inconveniente de los
macrélidos es la aparicion de cepas resistentes en un 11-58% de los casos

en que falla la profilaxis, hecho que no se ha observado con la Rifabutina.®
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Tabla 3. Tratamiento de las enfermedades producidas por las principales MNT.

Especie de Forma Tratamiento primera eleccion Tratamiento alternativo VIH
MNT clinica
MAC Diseminada | Claritromicina o Azitromicina + Quinolonas, Clofazimina, Rifabutina o
Rifabutina o Rifampicina + Etambutal Amikacina, Estreptomicina. Claritromicina’
Pulmonar | Claritromicina o Azitromicina + Isoniacida, Estreptomicina,
Rifabutina o Rifampicina + Etambutol Etionamida, Quinolonas,
Clofazimina y Amikacina.
M. kansasii Pulmonar | Isoniacida + Rifabutina o Rifampicina + | Claritromicina, Estreptomicina,
Etambutol Sulfametoxazol.
Diseminada | Isoniacida + Rifabutina o Rifampicina + | Claritromicina, Estreptomicina
Etambutol
Linfadenitis | Quirdrgico Sulfametoxazol
M. fortuitum | Infecciones | Amikacina + Cefoxitina Imipenem, Tobramicina
M. chelonae cutaneas
M. marinum Heridas Claritromicina + Aminociclina o
cutaneas Doxiciclina + Trimetropina
Sulfametoxazol o Rifampicina +
Etambutol

1. Claritromicina o Rifabutina deben administrarse por Rifampicina en pacientes VIH positivos que toman inhibidores de la
proteasa.

FUENTE: Caminero JA Guia de la Tuberculosis para Meédicos Especialistas. Union Internacional Contra la

Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias. Francia, 2003. Pag 381-383.



2.2.3.4 Diagndstico para micobacteriosis

Los métodos convencionales para la identificacibn de micobacterias, estan
basados en la microscopia para detectar los bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR), en el cultivo de estos microorganismos en medios solidos para
determinar la morfologia colonial, pigmentacién y tiempo de crecimiento, en
el cultivo en medios liquidos y en pruebas bioquimicas como produccion de
niacina, reduccion de nitrato y la produccién de catalasa a 68°C; estas
pruebas requieren de varias semanas para efectuarse debido al crecimiento
lento de este tipo de bacterias y algunas veces la identificacion precisa no es
posible.®  Otros estudios en los que se puede apoyar el diagnéstico son la
radiografia de térax y pruebas serologicas; sin embargo, estas no son

sensibles y especificas.*

Los meétodos alternativos de identificacion provienen del desarrollo de
técnicas moleculares aplicadas a la caracterizacion genotipica. La mayoria
de estas técnicas se basan en la amplificacion de DNA bacteriano por medio
de PCR.*

2.3 Métodos de identificacion

2.3.1 Métodos convencionales

En los ultimos afios la Microbiologia ha experimentado importantes avances
tecnolégicos y a pesar de ello el diagnéstico presuntivo de infeccién por
micobacterias se sigue apoyando en el examen microscopico de las
muestras clinicas tefiidas de manera adecuada. En la actualidad, es el
procedimiento mas simple, barato y rapido para proporcionar al clinico una
orientacién diagndstica preliminar. La microscopia presenta una sensibilidad
inferior al cultivo, oscilando entre un 22% y un 80%. Existen diversos factores
condicionantes que intervienen en la misma: a) tipo de muestra; b) volumen

de muestra procesada; c) concentracién de bacterias en la muestra; d) tipo
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de tincion utilizada; y ) experiencia del observador. Por otro lado, no hay
gue olvidar que existen otros microorganismos que presentan diferentes
grados de AAR (acido-alcohol resistencia), como son: Nocardia,
Rhodococcus, Tsukamurella, Gordona, Legionella micdadei y los ooquistes

de Cryptosporidium, Isospora, Sarcocystis y Cyclospora.

El cultivo se basa en la velocidad de crecimiento y las caracteristicas
macroscopicas de las colonias. Y finalmente, las pruebas bioquimicas. El
namero de estas pruebas es muy amplio, lo que origina muchos problemas
de interpretacion de las mismas. Existe un numero limitado de pruebas que
se tienen que realizar, entre las que se encuentran: la catalasa
semicuantitativa y termotolerancia de la misma, hidrdlisis del Tween 80,
ureasa, produccion de niacina, reduccion de nitratos, actividad fosfatasa
acida, actividad arilsulfatasa, pirazinamidasa, esterasa, resistencia a la
isoniacida, crecimiento en presencia de la hidrazida del acido 2-tiofeno
carboxilico (T2H), a hidroxilamina, acido p-nitrobenzoico, NaCl, tiacetazona,
picrato y oleato, asi como la capacidad de crecer a diversas temperaturas
(Tabla 4).

El alcance de las pruebas bioquimicas dependeréa de la facil caracterizacion y
actividad bioquimica de la micobacteria en estudio, ya que la ineficiencia de
las pruebas bioquimicas para la identificacidn micobacteriana sugiere que las
especies de MNT genéticamente distintas tienen un perfil bioquimico igual o
similar. Otros aspectos negativos de estas técnicas son la necesidad de un
gran inoculo (cultivos muy crecidos) y la lentitud en la obtencion de
resultados; usualmente estan limitadas por la variabilidad en el fenotipo, falta
de reproducibilidad y el lento crecimiento de algunas micobacterias. Sin
embargo, la realizacion de pruebas bioquimicas no esta obsoleta en el

laboratorio de bacteriologia.*
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Tabla 4. Identificacion bioguimica de las micobacterias de crecimiento lento mas frecuentes

Especie 112/ 3 4/ 5,6 (7|8, 9 10 11 (12 |13 |14 15 16 (17| 18 19
M. avium R R S I S U VA I . NV . S O N & + |+ | + NO
M. intracellufare - --1-| - |V|[+] + + + + + | + + |+ |V NO
M. ulcerans e e i N A e I O I A B S - - + |+ | V] - NO
M. genavense - - -] -|+|ND|+|+| + |ND| ND |ND | ND| + -+ [+ ]+ NO
M. bovis -1 -V +] - 1-T-1 -1 -1 - | - | - I[NDI *+ | + | - NO
M. tuberculosis e e T B B e T - - o+ [ND] + [+ ] - NO
M. haemaophifum =] -1=-1-1 = 1]-1-]| + |ND| - + [ NDI + | + | + _ NO
M. celatum === = === | = ~ |+ [ND|ND| - [ + [+ [ + NO
M. africanum VIV -V +] - - - - 4 -V + |V NO
. microti +|-[-1-1+] - [=-1-1 - _ _ _ ) + INDINDI + | - NO
M. malmoense - B + V| - VI o+ - W n F |+ | - NO
M. kansasii R AR T _ _ _ _ Y | + |+ | V]| EOTO
M. marinum -l -V + [+ - [V][+ | ND|ND| ND [ND|ND| - + |+ | V] - FOTO
M. asiaticum ==+ -] - [+ + | V| + - + - + |+ |+ | - FOTO
M. simiae vi-|-]-[+] - |[+][+]| + | V| + + |V + |+ + |+ + FOTO
M. scrofulaceum -V - -+ - [F[|FH]+ |+ + + | + |+ [ND| + | + | + |ESCOTO
M. gordonae S B O R N I A " VAN B VU + | + |+ | - |ESCOTO
M. xenopi e e B e e e e e - - A - |+ - | V |+ | + |ESCOTO

O

1: niacina; 2 nitratos; 3. arilsulfatasa (3 dias); 4 tween 80; 5. ureasa; 6 MNaCl 5%; 7. catalasa semicuantitativa; &:
catalasa termoestable (88°C); 9: Isoniacida 1 pg/ml; 10: Isoniacida 10 pg/ml; 11: Hidroxilamina; 12: acido p-nitrobenzoato;
13: oleato; 14: Pirazinamidasa; 15, 16, 17 y 18: temperaturas de incubacion a 22°C, 30°C, 37°C v 42°C respectivamente;
19: pigmento (FOTO: fotocromégeno; ESCOTO: escotocromageno; v NO: no cromégeno); (+): positivo; (-): negativo; V:
variable; MD: no determinado.

FUENTE: Fernandez de Vega FA Moreno JE, Gonzalez JM y Palacios-Gutierrez JJ. (2005) Recomendaciones de la
Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas ¥ Microbiclogia Clinica.
http: /v seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia/cap9a. htm#ic




2.3.2 Métodos cromatogréficos

Los acidos micdlicos son a-alquil B-hidroxiacidos de cadenas largas que
constituyen la mayor parte del contenido lipidico de la pared celular de las
micobacterias. Los patrones de los acidos micélicos en la pared celular
varian dependiendo de la especie, por lo que su analisis ha sido usado para
la identificacién de micobacterias. Una alternativa es el analisis lipidico de
estos microorganismos mediante diversos estudios cromatograficos: GLC,
HPLC y cromatografia de gases/espectrometria de masas. De todas ellas, el
estudio de los acidos micolicos mediante HPLC ha demostrado ser rapido,
reproducible, especifico de especie y de aplicacion universal en la
identificacibn micobacteriana. No obstante, al igual que el resto de técnicas
cromatograficas, no deja de representar un método complejo que requiere
una infraestructura costosa y un gran entrenamiento, constituyendo una
alternativa util de identificaciéon solo en aquellos centros con la dotacion y

experiencia suficientes.
2.3.3 Métodos moleculares

En la actualidad, la identificacion genotipica parece ser la mejor alternativa
para una precisa y rapida identificacion de las especies micobacterianas. Sus
principales ventajas son: una aplicacion universal sobre todos los
aislamientos, la posible deteccion rapida (directamente de las muestras o de
cultivos recientes), la identificacion de microorganismos de dificil cultivo, el
reconocimiento preliminar de nuevos taxones micobacterianos, la reduccion
del riesgo biolégico derivado de la manipulacién de los cultivos, y una
adecuada relacion coste-beneficio en los laboratorios clinicos de nivel 11l o de
referencia. Por el contrario, aparte de las contaminaciones potenciales y las
limitaciones de su empleo directo sobre muestras clinicas, estas técnicas
actualmente no pueden sustituir completamente a la metodologia tradicional.
Por otro lado, su comercializacion esta relativamente poco desarrollada y

algunas de estas técnicas, como la secuenciacion, requieren una inversion
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inicial elevada. Esta visibn negativa puede ser matizada, ya que en la
actualidad existe una gran variedad de técnicas con diferentes niveles de
aplicacion, algunas de las cuales pueden ser perfectamente instauradas en
los laboratorios diagndésticos con un desembolso inicial asumible, un escaso

mantenimiento y un rendimiento 6ptimo.

Sondas de &cidos nucleicos. En la Ultima década han aparecido sondas
comerciales de DNA no radiactivas que permiten identificar por hibridacion
con el RNA ribosdbmico micobacteriano, de forma rapida (aproximadamente
dos horas) y especifica, al complejo M. tuberculosis, el complejo MAC,
Mycobacterium kansasii y Mycobacterium gordonae. Estas sondas se
pueden aplicar sobre los cultivos obtenidos tanto en medios solidos como
liquidos. Asi mismo, ofrecen la posibilidad de utilizarlos en medios liquidos
con contenido hematico, siendo necesaria una pequefia preparacion previa
mediante concentracion y lavado con una solucion detergente SDS (dodecil
sulfato sodico) y EDTA (Acido etilendiaminotetraacético). Las sondas
comerciales han sufrido, a lo largo de los afos, diferentes reformulaciones
debido a diversos problemas de sensibilidad y especificidad pero, en la
actualidad, constituyen uno de los modelos de referencia en la deteccion e
identificacion micobacteriana clinica habitual, en combinacion con los nuevos
sistemas de cultivo automatizados. Sin embargo, su aplicacion queda
limitada a un grupo de micobacterias que, si bien es el mas importante desde
el punto de vista clinico, no deja de ser reducido. Ademas, requiere una
orientacién presuntiva para la eleccion de la sonda correspondiente, al poder
tan solo realizar una identificacion por prueba. Esta seleccion puede
realizarse de una forma sencilla mediante una tincién de Ziehl-Neelsen (ZN)
directa del cultivo. También es importante no olvidar la posibilidad de
enfrentarse a cultivos micobacterianos mixtos, especialmente en los
pacientes inmunodeprimidos. Esta circunstancia obliga a realizar un
subcultivo, a pesar de una identificacion positiva con la sonda de DNA para

el complejo MAC o M. tuberculosis, principalmente.
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Amplificacién de secuencias de DNA especificas. Este grupo de técnicas
requiere la amplificacién, mediante PCR u otro sistema, de una zona de
DNA concreta (diana) y la observacion directa de los fragmentos obtenidos, o
bien, de un posterior andlisis postamplificacion mediante restriccion,
hibridacién o secuenciacién. Como en toda técnica de amplificacién, diversos
factores influyen sobre el rendimiento final de ésta, destacando los

siguientes:

1. Eleccién de la secuencia diana a amplificar. En las micobacterias
existen regiones bien conservadas del DNA, especificas de género,
gue flanquean regiones hipervariables especificas de especie. En la
actualidad las dianas mejor estudiadas son el gen hsp65 que codifica
para la proteina micobacteriana de 65 kDa y regiones gendémicas de la
subunidad ribosémica 16S. No obstante, existen otras zonas utiles
como la region intergenética 16S-23S ribosomal y los elementos de

insercion, entre otras.

2. Preparacion de la muestra. Aunque existe la interesante posibilidad
de extraer el DNA directamente de la muestra clinica, lo cierto es que
las técnicas de amplificacion han probado funcionar mejor a partir de
cultivos sdlidos o liquidos. En esta situacion, la cantidad de DNA
disponible es elevada y facil de obtener, no requiriendo una extraccion
cuidada y laboriosa, como en el caso del procedimiento de fenol-
cloroformo; tan solo una lisis, en sus diferentes variedades, es
suficiente, pudiéndose incorporar en cualquier laboratorio diagndstico.
Los métodos mas sencillos y practicos consistirian en hervir una
suspension de las colonias micobacterianas, durante 20 min, o bien
llevar a cabo una rotura mecanica de las células micobacterianas

mediante ultrasonidos.

3. Amplificaciéon. Actualmente, esta fase no constituye problema

alguno. Un gran numero de laboratorios clinicos posee una minima
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infraestructura para la realizacion de técnicas de amplificaciébn por
PCR u otros métodos equivalentes y estan familiarizados con este tipo
de técnicas. Existen en la literatura numerosos articulos en donde se
describen las secuencias de cebadores a utilizarse, que también
pueden ser seleccionadas por cada laboratorio mediante el acceso a
bancos de genes (GenBank) y la ayuda de un software especifico. Las
nuevas generaciones de termocicladores, que utlizan tubos de
reaccion de pared fina, completan la reaccién de amplificacion en
menos de dos horas. Cuando se realiza la PCR a partir de cultivos,
existe una gran cantidad inicial de DNA diana que impide, en gran
manera, la contaminacién potencial por los productos de amplificacion
previos, a diferencia de la amplificacion diagnostica directa sobre
muestras clinicas, en donde pueden existir bajos numeros de

microorganismos.

4. Analisis postamplificacion. Existen diversas posibilidades, como se

describe a continuacion:

* PCR-RFLP (hsp65). Esta técnica, basada en la amplificaciéon por PCR del
gen hsp65 y el posterior analisis del polimorfismo de sus fragmentos de
restriccion (RFLP), mediante dos enzimas de restriccion (BstEll y Haelll),
consigue una identificacion rapida, precisa y econdmica de todas las cepas
micobacterianas en los laboratorios clinicos. Aunque existen otras técnicas
similares (PCR-RFLP del 16S-23S), ésta es, actualmente, la mejor
desarrollada, con una aplicacion practica de indudable valor. A titulo de
ejemplo, se puede obtener el resultado final en la misma jornada laboral.
Ademas, la experiencia acumulada en diversos centros, con una amplia
relacion de los polimorfismos encontrados en las distintas cepas analizadas,
se encuentra reflejada en una pagina web

(http://app.chuv.ch/prasite/index.html), en donde se pueden llevar a cabo

y consultar los patrones obtenidos, asi como intercambiar experiencias con

diversos expertos en dicho método. Gracias a todo ello, se conoce que la
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técnica es lo suficientemente confiable para diferenciar a las especies y
subespecies de los diversos complejos micobacterianos, e incluso, entre las
especies consideradas clasicamente homogéneas y en las que
recientemente se ha descrito su heterogeneidad, como en M. kansasii.

» Secuenciacion (DNA) de la subunidad ribosomal 16S. La secuenciacién
automatica con iniciadores marcados con fluoresceina representa un avance
sustancial, solucionando el problema de identificacibn de muchos
microorganismos que, por métodos convencionales, resultan no detectables
o indiferenciables. Esta técnica representa el patron de referencia de las
identificaciones genotipicas, con la mayor base de datos disponible en la
actualidad (GenBank/Entrez). Aunque existen diversos trabajos que
propugnan por su aplicacion en la practica diaria, sigue siendo un método
caro y laborioso, que quedaria limitado a los laboratorios de referencia. No
obstante, los avances tecnoldgicos son constantes y la mayor automatizacion
con los nuevos secuenciadores capilares o la aparicion de microchips de
secuenciacion del DNA podrian suponer una alternativa potencial en el futuro

gue conviene no perder de vista.

» Hibridacion en fase sélida. Se trata de una prometedora tecnologia en
pleno desarrollo, basada en sondas cortas de DNA especificas de especie y
presentadas en formatos mas o menos convencionales (placas con
micropocillos, tiras de nitrocelulosa, etc.) y otros de futura aplicacion como
los microchips (APEX, Nanogen, Inc./Becton Dickinson Mycrobiology
Systems). En una sola prueba, se aplicaria el producto de amplificacion
sobre diversas sondas de los microorganismos mas frecuentemente aislados
y con importancia clinica. En la actualidad se dispone de dos productos
comerciales: INNO-LIPA Mycobacteria (Innogenetics NV, Gante, Bélgica) y
GenoType Mykobacterien (Hain Diagnostika, Nehren, Alemania). Ambos
meétodos, identifican al CMT, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M.

fortuitum, M. chelonae, M. xenopi, M. gordonae, M. scrofulaceum, M.
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celatum y M. malmoense. Ademas, el nuevo INNO-LiPA incluye a M.
simiae, M. marinum, M. ulcerans, M. haemophilum y M. smegmatis,
mientras que el GenoType incorpora a M. peregrinum y M. phlei. Ambos
sistemas se basan en la amplificacion de una zona genética concreta
(espacio intergenético 16S-23S para el INNO-LIPA y el 23S DNAr para el
GenoType). Posteriormente, se realiza la hibridacion del producto de
amplificacion sobre las diferentes sondas dispuestas en una tira de
nitrocelulosa, lo que facilita su lectura e interpretacién. En los pocos estudios
realizados se ha observado que ambos sistemas son muy similares, con una
buena sensibilidad y especificidad a partir de cultivos liquidos y sélidos,
obteniéndose los resultados en seis horas. Ademas de la variedad de
especies que pueden identificarse en una sola prueba, otra ventaja de estos
métodos consiste en la deteccion de posibles coinfecciones por diversas
especies en una misma muestra. Los principales inconvenientes son la
laboriosidad y coste de ambos, aunque inicialmente el GenoType es algo

mas econdmico.

5. Amplificacién y deteccidn en tiempo real. Mas recientemente, se ha
comenzado a utilizar, con fines diagnodsticos, la tecnologia de
amplificacion y deteccion en tiempo real. Estos métodos se basan en
la realizacidon simultanea de la amplificacion de una zona diana
concreta y el reconocimiento de ésta mediante hibridacion lo que, a su
vez, es detectada y cuantificada mediante el uso de diversos
fluorocromos. Las mayores ventajas residen en su rapidez (tres horas)
y las posibilidades futuras de aplicacion para un amplio abanico de
especies, asi como para la deteccion e identificacion directas a partir
de muestras clinicas. En la actualidad, existen diversos sistemas de
amplificacion y marcaje, aunque soOlo uno esta comercializado: el
BDProbeTec ET (Becton Dickinson, Sparks, Estados Unidos). Este se
basa en la amplificacion por desplazamiento de cadenas de DNA

(SDA, strand displacement amplification) y su posterior deteccion
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mediante la transferencia de energia fluorescente (ET). A partir de
cultivos, incluye la identificacion de los complejos M. tuberculosis y M.
avium, asi como M. kansasii. Existe, ademas, la posibilidad de
identificar al primero de estos complejos, directamente de las
muestras respiratorias. En general, tanto el BDProbeTec ET, como los
métodos no comercializados que utilizan los sistemas LightCycler
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) o ABI Prism
7700 con sondas TagMan (PE Applied Biosystems, Foster City,
Estados Unidos), se encuentran en desarrollo y la experiencia
adquirida es escasa. No obstante, los primeros datos son
prometedores, pudiendo constituir en el futuro una alternativa real
para la identificacion micobacteriana en la practica diaria de nuestros

laboratorios.*®
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3. OBJETIVOS

» GENERAL

Identificar, a nivel de especie, por técnicas de Biologia Molecular, 22 cepas
reportadas como micobacterias no tuberculosas provenientes de muestras
clinicas de pacientes inmunocomprometidos e inmunocompetentes del

Hospital Regional “General Ignacio Zaragoza” ISSSTE.

> ESPECIFICOS

1. Identificar a las especies de micobacterias no tuberculosas mediante
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) con el uso de iniciadores

especificos.

2. Estandarizar el Andlisis de Restriccion de productos de PCR (PRA),
analizando un numero representativo de muestras identificadas
previamente por PCR, realizando una comparacion de resultados

entre ambos métodos.

3. Recabar informacién clinica de los pacientes a los cuales se les
identific6 una MNT, con la intencion de crear una base de datos que
ayude a identificar los factores de riesgo que mas frecuentemente se
asocian a la presencia de micobacterias en pacientes

Inmunocomprometidos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Esquema General de Trabajo

22 cepas identificadas como MNT
sembradas en medio Lowenstein-Jensen (medio
solido) y/o Middlebrook 7H9 (medio liquido)

Cultivar en medio Dubos (medio liquido) adicionado
con OADC (4cido oleico, albumina, dextrosa y
catalasa) y PANTA (poliximina B, anfotericina B, &cido

nalidixico, trimetoprim y azlocilina)

v

Tincion de Kinyoun (Prueba de pureza)

v

Extraccion de DNA genoémico con Choque Térmico

- ay=

) _ PCR Il. Identificacion
Mycobacterium avium l_/ de Mycobacterium
intracellulare

PCR I. Identificacion de .

N
Analisis de Resultados

PCR IV. Amplificacion de la

—_—

—————

\

PCR lll. Identificacion
de Mycobacterium
gordonae

region 16S rRNA para 1 _

secuenciacion e identificacion

Identificacion del 5% de las muestras
caracterizadas por PCR previamente

Andlisis de Datos Clinicos

Restriccion d

|

Estandarizacion del Analisis de

(PRA)

Blasqueda de <

expedientes clinicos
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4.2 Material Biologico

Se analizaron 22 cepas de MNT provenientes de 17 pacientes del Hospital
Regional “General Ignacio Zaragoza” ISSSTE, con diagndstico clinico y
microbiolégico de micobacteriosis pulmonar y/o extrapulmonar y que
padecieran o no algun tipo de inmunodepresién secundaria (VIH, diabetes,
cancer, etc.) Las cepas provinieron de abscesos, liquido de ascitis, liquido
pleural, sangre periférica, aspirado bronquial, médula 6sea, ganglio, orina y
esputo.

Las cepas procedian de medio solido Lowenstein-Jensen (LJ) y/o medio
liguido Middlebrook 7H9. Como método de rutina se procedio a realizar los
frotis correspondientes con el fin de evaluar la pureza de los cultivos, los
cuales se tifieron por la técnica de Kinyoun (ver Anexo I) la cual es una

modificacion de la Tincion de Ziehl-Neelsen.

Es importante mencionar que para el andlisis de resultados correspondiente
a la los datos clinicos hallados, se tomaran un total de 60 cepas
identificadas, esto se debe a que este trabajo experimental es la segunda
parte de un proyecto financiado por CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia) con numero: SALUD 2006-1-44238, en el que para la primera

parte el objetivo fue estandarizar PCR’s que identificaran al CMT.
4.3 Busqueda de Historias Clinicas
Se realiz6 la busqueda en el Archivo del Hospital de las historias clinicas de

los pacientes en estudio, en base a un cuestionario (Figura 3) para elaborar

una base de datos epidemiolégicos.
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CUESTIONARIO PARA PACIENTES CON
CULTIVO POSITIVO DE MICOBACTERIAS

1. Nombre Edad
Ocupacion Cédula ISSSTE
2. COMBE* ()SI ( )NO

3.VacunaBCG? ( )SI ( )NO
4. Inmunodepresion asociada
( )VIH ( ) Diabetes ( ) Desnutricion

Otra inmunodepresion activa

5. Manifestaciones clinicas
( ) Tos crénica ( ) Neumonia cavitada y fibrosis ( ) Neuroinfeccion
() Sindrome de sepsis generalizada ( ) Linfadenomegalias
Otra

6. Baciloscopia positiva
( ) Esputo ( ) Ganglio (aspirado bronquial) ( ) Médula 6sea
() Sangre periférica ( ) Liquido cefalorraquideo
Otra
7. Pruebade PPD® ( ) Realizada ( ) No realizada

8. Tratamiento actual

9. Otros tratamientos
( ) ARV* () Esteroides Otros

10. Respuesta clinica ( ) Curacion ( ) Deceso ( ) Persistencia

11. Respuesta bacteriolégica

1. El ser contacto de un caso bacilifero hace positivo este criterio.
2. Bacilo Calmette Guerin

3. Derivado Proteico Purificado

4. Antiretrovirales

Figura 3. Cuestionario para pacientes con

cultivo positivo de micobacterias
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4.4 Cultivo de micobacterias

Después de corroborar la pureza de los cultivos, se re-sembrd cada uno de
ellos en 50 mL de medio liquido Dubos (BD, Becton Dickinson) el cual en su
preparaciéon fue enriquecido con 15 mL de OADC (BBL MGIT OADC, BD):
acido oleico 0.6 g/L, albumina bovina 50.0 g/L, dextrosa 20.0 g/L y catalasa
0.03 g/L y como supresor del crecimiento de flora normal o contaminante
15 mL de una mezcla antibidtica, PANTA (BBL MGIT PANTA, BD):
poliximina B 6.000 unidades, anfotericina B 600 pg, &cido nalidixico 2.400
Mg, trimetoprim 600 ug y azlocilina 600 pg. Los cultivos fueron incubados a
37°C de 7 a 21 dias, haciendo una revision de crecimiento y pureza cada
semana a través de la técnica de Kinyoun, estos cultivos se utilizaron para la

extraccion de DNA.

45 Extraccion de DNA

Una vez confirmada la pureza del cultivo, se realiza la extracciéon de DNA por
el método de Choque térmico. Se tomaron de 500 a 1000 pL del sedimento
del cultivo y se centrifugaron a 14 000 rpm por dos minutos, se desech¢ el
sobrenadante y la pastilla se re-suspendi6 en 100 pyL de agua estéril;
finalmente se hirvié durante 10 minutos y al cabo de estos inmediatamente

se transfirid a hielo y se almacen6 a -20°C para su posterior uso.

4.6 PCR de punto final para la identificacion de M. avium, M.

intracellulare y M. gordonae

» lIdentificacion de cepas: M. avium (PCR I) y M. intracellulare
(PCR1I)

Simultaneamente se realizan los PCR | (identifica a M. avium) y PCR I

(identifica a M. intracellulare). Cada reaccion de PCR, fue llevada a un
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de la mezcla de reactivos. Ambas reacciones contienen: Tris-HCl 200 mM y
KCI 500 mM pH=8.4, MgCl, 50 mM, dNTP's 10 uM (Invitrogen) y 50 U/uL de
Taq polimerasa (Taq DNA Polimerasa Invitrogen). En cuanto a los iniciadores
(Tabla 5), para el PCR | se usaron el par de iniciadores RAC-1 y Mycav-R y
para el PCR Il el par de iniciadores Mycint-F y RAC-8, ambos pares a una
concentracion final 10 yM. Las PCR fueron sometidas a un programa de
amplificacion que constaba de una pre-desnaturalizaciéon a 95°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos, cada uno de los cuales consisti6 en una
desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, una alineacion a 55°C por un
minuto y una extension a 72°C por 2 minutos, seguidos de una extension
final a 72°C por 5 minutos, en un termociclador Mastercycler personal

Eppendorf. "3

Tanto en el PCR | como en el PCR I, los fragmentos amplificados fueron
visualizados por medio de electroforesis en gel de agarosa ultrapura
(Invitrogen) al 1% en TAE (Tris-acetato-EDTA) (Gibco) tefiido con bromuro
de etidio (Invitrogen). Se us6 un marcador de peso molecular de un tamafo
de 1500 pb con fragmentos de 100 pb a una concentracion de 1 ug/pL

(Invitrogen).

Es importante mencionar que las regiones amplificadas, comprenden parte
del extremo 3’ del gen murA (que codifica para una UDP -acetilglucosamina
carboxivinil transferasa) y una porcion de la region codificante 16S RNAr, de
este Ultimo gen estan incluidas la zona de los promotores y las regiones
variables V2 y V3 de su porcion codificante. Especificamente, RAC-1 se une
al extremo 3’ del gen murA mientras que RAC-8 a la regién codificante del
gen 16S RNAr. Los iniciadores Mycav-R y Mycint-F se unen a secuencias
especificas solo presentes en la region V2 de la especie M. avium y de la

especie M. intracellulare, respectivamente (Figura 4).
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Tabla 5. Descripcion de los iniciadores que identifican a
M. avium (PCR 1) y M. intracellulare (PCR II)

Iniciador Secuencia (5’-3’) Tamarfo del Identifica:
fragmento (pb)
RAC-1 | TCGATGATCACCGAGAACGTG M. avium
TTC 900 (PCR)
Mycav-R | ACCAGAAGACATGCGTCTTG
RAC-8 | CACTGGTGCCTCCCGTAGG M.
Mycint-F | CCTTTAGGCGCATGTCTTTA 176 intracellulare
(PCR II)

FUENTE: Martinez PI. Desarrollo de un esquema de identificacion de las
principales micobacterias de importancia clinica y su prevalencia en
una poblacion mexicana. (Tesis Doctoral). México: CINVESTAV-Instituto
Politécnico Nacional: 2008.

rrnA operon

' N\
5 16S 3
gen murA HMPR A\
l
3, b
RAC-1 =y/ ‘|=‘ MycaV'R
Mycint-F ﬁ ﬁ RAC-8
' 934 pb '

Figura 4. Descripcion de laregién que amplifican los iniciadores usados
para identificar a M. avium y M. intracellulare.

FUENTE: Cobos-Marin GL, Montes-Vargas J, Rivera-Gutiérrez S, Licea-
Navarro A, Gonzalez-y-Merchand JA and Estrada-Garcia |I. A novel
multiplex-PCR for the rapid identification of Mycobacterium bovis in
clinical isolates of both veterinary and human origin. Epidemiol. Infect.
2003. 130: 485-490
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> Identificacién de cepas: M. gordonae (PCR Ill)

Las cepas no identificadas como M. avium o M. intracellulare, fueron
sometidas a un PCR que identifica M. gordonae. El PCR Il tiene las mismas
concentraciones de cada reactivo en la mezcla de reaccion que el PCR 1y IlI.
El par de iniciadores (Tabla 6) usados son: G1 y G3**, ambos pares a una
concentracion 10 pM. EI PCR fue sometido al mismo programa de

amplificacion y condiciones de electroforesis que los PCR | y II.

Tabla 6. Descripcion de los iniciadores que
identifican a M. gordonae (PCR llI)

Tamarfo del
Iniciador | Secuencia (5’-3’) | fragmento (pb) | Identifica: | Regién amplificada
Gl CCCTACGCAGA M. Secuencia completa
CTGACAGCAA 407 gordonae |de nucledtidos del
G3 AGCCACCGACG (PCR 111) antigeno 85A de M.
AACCCC gordonae

FUENTE: Dumonceaux M, Fauville MD, Ooms J, De Wit L, Sonck P and
Content J. Cloning of the antigen 85A from Mycobacterium gordonae
and its use for the specific PCR identification of these mycobacteria.
Molecular and Cellular Probes. 1997. 11:251-258

» Secuenciacion e identificacion de cepas que no hayan sido ya

identificadas como M. avium, M. intracellulare o M. gordonae.

Las cepas que no puedan ser identificadas a través de los PCR I, 1l y llI;
fueron sometidas a un ultimo PCR: PCR IV. El PCR |V tiene las mismas
concentraciones de cada reactivo en la mezcla de reaccién que el PCR I, Il 'y
lll. El par de iniciadores (Tabla 7) usados son: RAC-1 y RAC-8 (Figura 26),
ambos pares a una concentracion 10 yM. ElI PCR fue sometido a un

programa de amplificacion que constaba de una pre-desnaturalizacién a
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en una desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos, una alineacién a 56.2°C
por un minuto y una extension a 72°C por 2 minutos, seguidos de una
extension final a 72°C por 5 minutos, en un termociclador Mastercycler
personal Eppendorf. Las condiciones de electroforesis que se usaron para
visualizar el fragmento amplificado, son mismas antes mencionadas. El
fragmento amplificado fue cortado del gel y purificado un ayuda de un Kit de
Purificacion de fragmentos de DNA (PureLink Quick Gel Extraction Kit,
Invitrogen) y mandado a secuenciar al Instituto de Fisiologia en la UNAM.

Los resultados fueron analizados con el programa Chromas.exe.

Tabla 7. Descripcion de los iniciadores que
amplifican laregion 16S rRNA

Iniciador Secuencia (5’-3’) Tamarfo del Identifica: Region
fragmento amplificada
(pb)
RAC-1 | TCGATGATCACCGA
GAACGTGTTC 934 Género 16S rRNA
RAC-8 | CACTGGTGCCTCCC Mycobacterium
GTAGG

FUENTE: Cobos-Marin GL, Montes-Vargas J, Rivera-Gutiérrez S, Licea-
Navarro A, Gonzalez-y-Merchand JA and Estrada-Garcia |I. A novel
multiplex-PCR for the rapid identification of Mycobacterium bovis in
clinical isolates of both veterinary and human origin. Epidemiol. Infect.
2003. 130: 485-490

4.7 Andlisis de Restriccion de productos de PCR (PRA)
4.7.1 Estandarizacion del PRA

En primera instancia se realizd6 una revision de la técnica de PRA
desarrollada por el investigador Amalio Telenti y colaboradores, publicada

en el articulo: Identification of Mycobacteria to the Species Level by
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Polymerase Chain Reaction and Restriction Enzyme Analysis >’

, con el
propésito de instaurar un protocolo a seguir para realizar la estandarizacion
de dicha técnica. De igual forma, el protocolo fue retroalimentado con
informacion del Manual de Identificacion de Micobacterias Atipicas del
Laboratorio de Tuberculosis del Instituto de Biomedicina en Caracas,

Venezuela.

La técnica fue dividida en tres etapas:

1. Amplificacion de un fragmento de 439 pb del gen hsp65 que codifica
para la proteina de choque térmico de 65 kDa
2. Digestion enzimatica de los amplicones generados

3. Interpretacion de los patrones obtenidos

Se prob6 en primera estancia el siguiente disefio de la técnica, sin embargo,
una o varias condiciones quiza sea conveniente cambiar, tal sea el caso de
las condiciones de amplificacién, concentraciones de los geles de agarosa,

etc., para que el PRA proporcione buenos resultados.

» Amplificacion del gen hsp65 que codifica para la proteina de

choque térmico de 65kDa

Cada reaccion de PCR fue llevada a un volumen final de 50 uL, de los
cuales 2 uL son de lisado bacteriano y 48 uL de la mezcla de reactivos. La
mezcla de reaccion contiene: Tris-HCI 200 mM y KCI 500 mM pH=8.4, MgCl,
50 mM, dNTP's 10 yM (Invitrogen) y 50 U/uL de Taq polimerasa (Tag DNA
Polimerasa Invitrogen). Se usaron el par de iniciadores TB11y TB12 (Tabla
8) ambos a una concentracion final 10 yM. El PCR fue sometido a un
programa de amplificacion que constaba de una pre-desnaturalizacion a
94°C por 3 minutos, seguida de 34 ciclos, cada uno de los cuales consistio

en una desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, una alineacion a 55°C
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por 30 segundos y una extension a 72°C por 30 segundos, seguidos de una
extension final a 72°C por 5 minutos, en un termociclador Mastercycler

personal Eppendorf.

El fragmento amplificado fue visualizado por medio de electroforesis en gel
de agarosa ultrapura (Invitrogen) al 1% en TAE (Gibco) teilido con bromuro
de etidio (Invitrogen). Se uso un marcador de peso molecular de un tamafo
de 1500 pb con fragmentos de 100 pb a una concentracién de 1 ug/uL
(Invitrogen).

Tabla 8. Descripcion de los iniciadores que amplifican un fragmento del
gen hsp65 que codifica para la proteina de choque térmico de 65kDa

Iniciador Secuencia (5’-3’) Tamarfo del Identifica: Region
fragmento amplificada
(pb)
TB11 ACCAACGATGGTGT Fragmento del gen
GTCCAT Género hsp65 que codifica
TB12 CTTGTCGAACCGCA 439 Mycobacterium | para la proteina de
TACCCT choque térmico de
65kDa

FUENTE: Telenti A, Marchesi F, Balz M, Bally F, Bottger EC and Bodmer T.
Rapid Identification of Mycobacteria to the Species Level by Polymerase
Chain Reaction and Restriction Enzyme Analysis. Journal of Clinical
Microbiology. 1993. 31 (2): 175-178

» Digestion enzimatica de los amplicones generados

Para la digestién con BstEll (Promega), 15 uL del producto de PCR obtenido
fueron adicionados directamente a una mezcla de 10 yL que contenia 0.5 U
de enzima, 2.5 uL de buffer de restriccion D (60 mM Tris-HCI, pH=7.9; 1.5 M
NaCl, 60 mM MgCl, y 10 mM DTT), 6.75 yL de agua y 0.25 uyL de BSA

(albumina de suero bovino) acetilizado a una concentracion de 0.1 mg/uL;
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esto fue incubado a 60°C por una hora. En la digestion con Haelll
(Invitrogen), 15 uL del producto de PCR fueron adicionados directamente a
una mezcla de 10 yL que contenia 0.5 U de enzima, 2.5 uL de buffer de
restriccion (50 mM Tris-HCI, pH=8.0; 50 mM NaCly 10 mM MgCl,)y 7.0 yL
de agua; esto fue incubado a 37°C por una hora.

Al finalizar el tiempo de digestién, a 25 pL de la mezcla digerida se le
adicionaron 4 uL de buffer de carga (0.25% azul de bromofenol, 40% de
sacarosa), los cuales fueron cargados en un gel de agarosa al 2.5% en
amortiguador TAE que posteriormente fue teflido con bromuro de etidio. Se
uso un marcador de peso molecular (Invitrogen) de un tamafio de 500 pb,
con bandas de 25 pb.

» Interpretacion de los patrones obtenidos
Finalmente, los patrones obtenidos fueron interpretados en base a un

algoritmo de identificacion de micobacterias que se encuentra en la pagina

http://app.chuv.ch/prasite/index.html, el cual esta disefiado en base a la

amplificacion de un segmento de 439 pb del gen hsp65 que codifica para la
proteina de choque térmico de 65 kDa y el analisis de restriccion de los
productos obtenidos con las enzimas BstEIll y Haelll, de igual manera se

consultaron estos algoritmos en la literatura (Figura 5). >

4.7.2 |dentificacion de MNT

Una vez estandarizado el PRA, se eligieron 5 cepas ya identificadas por PCR
(PCR 1, Il 'y 1llI), las cuales representan el 20% del total de las cepas
identificadas. Se eligieron cepas 4 cepas de diferente especie (M. avium, M.
intracellulare y M. gordonae) y una que fue necesario procesarla para

secuenciar (M. avium).
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BstEII Haelll
et - e
[lﬂml-ﬂ} bp —— M. triviale
. P 175/80 bp M. vaccae
No Digestion 140/105 bp —— M. szulgai
140 bp M. flavescens [
210 bp ———— M. chelonae ss. chelonae
140bp —————175/125 bp —— M. haemophilum
325 bp
~190/140bp ——M. terrae
125 bp =140/115/70 bp — M. gordonae IV
L140/105 bp ——"M. genavense”
~200/135 bp —— M. simiae
-160/115/80 bp— M. marinum
-160/60 bp M. chelonae ss. abscessus
F155/150/100 bp— M. fortuitum 5. peregrinum
290 -155/135/95 bp — M. scrofulaceum
bp -150/100 bp —— M. flavescens Ii
-140/115 bp —— M. gordonae V
=140/105/70 bp — M. kansasii
~=140/105 bp —— M. avium
~115/110 bp —— M. asiaticum
175/80 bp M. aurum
B 160/130 bp M. smegmatis
140785 bp 4@5{):1 10770 bp — M. shimoidei

L 245 bp ———

L125/80 bp

140/105/70 bp —M. gastriM. kansasii

r155/140V60 bp — M. intracellulare/MAI 5118

F125/100 bp ————155/110/70 bp — M. malmdense

L140/120 bp ——M. gordonae IIT

~235115bp —— M. gordonae Ii

=170/115 bp —— M. gordonae |

=170/105 bp —— M. xenopi

~160/140/70 bp— M. tuberculosis complex
~160 bp M. nonchromogenicum
-155/135 bp ——M. fortuitum ss. fortuitum
~150/135 bp —— M. fortuitum ss. Ird variant

Figura 5. Algoritmo de identificacién de micobacterias.

El rango de variacion para el tamafio es de + 5pb.

FUENTE: Telenti A, Marchesi F, Balz M, Bally F, Bottger EC and Bodmer T.
Rapid Identification of Mycobacteria to the Species Level by Polymerase
Chain Reaction and Restriction Enzyme Analysis. Journal of Clinical
Microbiology. 1993. 31 (2): 175-178
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencidn de cultivos puros y extraccion de DNA gendmico

Al término de la incubacién a 37°C por dos semanas, se obtuvieron 22
cultivos positivos en cuanto a su crecimiento, el cual fue evaluado por la
presencia de abundante biomasa en el fondo del tubo cénico. Al realizarles la
tincién de Kinyoun para verificar su pureza, 18 cultivos resultaron puros y con
un alto numero de bacilos, por tanto se procedié inmediatamente a la
extraccion de DNA genomico. En tres de los cultivos restantes la pureza no
fue total pues aun cuando se observo la presencia de BAAR también se
encontraron cocos, estas muestras fueron re-sembrados a partir de sus
cultivos originales (dos provenientes de medio soélido LJ y uno de medio
liquido M7H9; en todos se verificO que no existiera alguna contaminacion) en
medio liquido Dubos enriquecido con OADC y PANTA,; finalmente al término
de dos semanas tras una incubacion a 37°C, estos cultivos resultaron puros
y adecuados para la extraccion de DNA. En el cultivo restante, se obtuvo una
contaminacion total con bacilos y cocos; al realizar una tincién al cultivo
original (LJ) se encontré la misma contaminacion pero habia presencia de
BAAR, por tanto, se llevé a cabo una descontaminacion con acido sulfarico
(ver Anexo ) previa a la re-siembra en medio liquido Dubos, finalmente el

cultivo resulto puro y apto para la extraccion de DNA.

5.2 Identificacién de MNT por PCR de punto final

» lIdentificacion de cepas: M. avium (PCR I) y M. intracellulare
(PCR1I)
Las 22 cepas fueron sometidas a identificaron con el PCR | y PCR II, los
cuales caracterizan a M. avium Yy M. intracellulare respactivemerite, se
encontraron que 17 corresponden a M. avium (Figura 6A) y 3 a la especie

micobacteriana M. intracellulare (Figura 6B).
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> Identificacién de cepas: M. gordonae (PCR III)

A las dos Ultimas cepas por identificar se les realizd el PCR I, el cual
identifica a la micobacteria M. gordonae con el uso de los iniciadores
especificos G1 y G3. De estas, una (TCM-14) fue identificada como M.

gordonae.

» Secuenciacién de cepas que no hayan podido ser identificadas

Finalmente, solo una cepa (muestra 5-GGA) no amplificé con ninguno de los
tres pares de iniciadores: RAC-1/Mycav-R (M. avium), RAC-8 /Mycint-F (M.
intracellulare) y G1/G3 (M. gordonae). Por tanto, se procedié a amplificar un
fragmento de 934 pb del 16S rRNA con el par de primers RAC-1/RAC-8 que
identifican a la cepa como perteneciente al género Mycobacterium, dicho
fragmento fue purificado y posteriormente llevado a secuenciar al Instituto de
Fisiologia de la UNAM. Los resultados fueron leidos con el programa
Chromas.exe e ingresados a la base de datos GenBank, el resultado es el
reportado en la figura 7. El alineamiento realizado para la secuencia dada dio
2 resultados que analizaron cerca de 700 nucleoétidos de los 708 ingresados;
sin embargo, el segundo resultado fue descartado por identificar a la cepa
como M. avium subsp. paratuberculosis, sabiendo que esta especie
micobacteriana afecta principalmente al intestino delgado (enfermedad de
Crohn) y que el paciente presentd una micobacteriosis pulmonar. Es asi que
el primer resultado al alineamiento nos indica que la secuencia se encontro
en la micobacteria M. avium y se localiz6 en un segmento del 16S RNAr que

codifica para una UDP-acetilglucosamina carboxivinil transferasa.
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900 p
600 pb
600 pb
200 pb
~176 pb

Figura 6. Electroferogramas del PCR Iy PCR Il para diferenciar
M. avium y M. intracellulare

A) Amplificacion con los iniciadores RAC-1 y Mycav-R, las muestras positivas
daran una banda de 900 pb. Carril 1y 6, marcador de peso molecular de
100 pb (Invitrogen); carril 2, blanco NTC (se sustituye el DNA con agua para
detectar contaminaciones cruzadas); carril 3, DNA M. avium (muestra 7-
OMJ); carril 4, DNA M. avium (muestra 8-GHJ) y carril 5, DNA M. avium
(muestra 11-CTR). B) Amplificacion con los iniciadores RAC-8 y Mycint-F, las
muestras positivas daran una banda de 176 pb. Carril 7, blanco NTC; carril 8,
DNA M. intracellulare (muestra 13-CRE); carrii 9, DNA M. intracellulare
(muestra 15-MSJ) y carril 10, DNA M. intracellulare (muestra 22-CSL).
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Figura 7. Resultado del alineamiento de la cepa micobacteriana

correspondiente a la muestra 5-GGA

Los resultados para la identificacion de las 22 cepas analizadas es el

siguiente:
Codigo de la Especie Codigo de la Especie
cepa identificada cepa identificada
1 1-GRD M. avium 12 12-ME M. avium
2  2-GRD M. avium 13  13-CRE M. intracellulare
3 3-MBD M. avium 14 14-TCM M. gordonae
4 | 4-MBD M. avium 15  15-MSJ M. intracellulare
5 5-GGA M. avium 16 16-HTJ M. avium
6 6-OMJ M. avium 17  17-HTJ M. avium
7  7-OMJ M. avium 18 18-HVG M. avium
8 8-GHJ M. avium 19  19-HVG M. avium
9 9-ZGY M. avium 20 20-VMS M. avium
10  10-CRS M. avium 21 21-MAL M. avium
11 11-CTR M. avium 22 22-CSL M. intracellulare

En los datos obtenidos, en cuanto al numero total de cepas analizadas en el
proyecto CONACYT 44238, el cual en su primera etapa identifico de un total
de 60 cultivos a 38 cepas como micobacterias pertenecientes al CMT, se

agregan a continuacion las 22 identificaciones de MNT realizadas en este
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trabajo, que es la segunda parte del mencionado proyecto (Figura 8). Los
resultados globales de la identificaciones hechas con PCR de punto final
(iniciadores especificos) son los siguientes: de un total de 60 cepas; 37
fueron identificadas como M. tuberculosis, una como M. bovis, 18 como M.

avium, 3 como M. intracellulare y una como M. gordonae (Figura 9).

4 D
Total de cepas analizadas en el
Proyecto CONACYT 44238
MCT
63%
MNT [38 cepas]
37%
[22 cepas]
\ J

Figura 8. Total de cepas identificadas en el proyecto CONACYT 44238

Total de micobacterias identificadas a nivel especie

M. intracellulare
5% [3 cepas]

M. gordonae
2% [1 cepa]

M. avium
30% [18 cepas]

M. bovis

206 [1 cepal M. tuberculosis

61% [37 cepas]

Figura 9. Total de micobacterias identificadas

a nivel especie por PCR de punto final
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5.3 Identificacion de MNT por PRA
5.3.1 Estandarizacion del PRA

Al protocolo disefiado para la estandarizacion del PRA fue apropiado, se
encontré que la amplificacion con los pares de iniciadores TB11/TB12 (los
cuales amplifican un fragmento del gen hsp65 que codifica para la proteina
de choque térmico de 65 kDa) dio fragmentos de 439 pb sin productos
inespecificos, sin embargo, se observa la presencia de una mancha que
asemeja a una banda en el blanco (Figura 10), en cuanto a la digestién
enzimatica, los resultados fueron adecuados pues se generaron patrones
gue son Uutiles para la identificacion en los algoritmos del sitio electronico
‘PRA SITE”.

5.3.2 Identificacion de MNT por PRA

Se realiz6 la identificacion de 5 cepas ya identificadas por PCR en punto final
con el protocolo estandarizado del PRA. Se obtuvieron patrones como el
generado por la muestra 7-OMJ (Figura 11) que fueron analizados en el sitio

electronico http://app.chuv.ch/prasite/index.html (Figura 12)

Los resultados de las identificaciones con el método del PRA son los
mostrados en la tabla 9, asi como los resultados obtenidos por PCR de punto

final.
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Figura 10. Amplificacion del gen
hsp65 que codifica para la
proteina de choque térmico de
65 kDa (439 pb).
Amplificacion con los iniciadores
TB11 y TB12. Carril 1, marcador
de peso molecular de 100pb
(Invitrogen); carril 2, blanco NTC;
carril 3 M. avium (Muestra 7-OMJ);
carril 4, M. gordonae (Muestra 14-
TCM); carril 5, M. intracellulare
(Muestra 22-CSL); carril 6, M.
avium (Muestra 5-GGA); carril 7,

M. tuberculosis H37Ruv.

Figura 11. Patrones obtenidos
con la digestion enziméatica de
los amplicones generados
(Muestra 7-OMJ)
Amplificacion de los amplicones
generados con las enzimas de
restriccion BstEIll y Haelll. Carril
500 pb 1 y 4, marcador de peso
molecular de 25 pb (Invitrogen);

carrii 2, amplicones generados

~235 pb
por la enzima BstEll de
f;g p:)) 130 ob aproximadamente 235 y 210 pb;
p ~130 p . .
105 pb carril 3, amplicones generados
60 pb por la enzima Haelll de
25 pb aproximadamente 130, 105y

60 pb.
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QUERY PRA DATABASE RESULTS

 Query | BstEIl | Haelll

Your Quer\ 235 210/ 0 130/105/ 60
ID ‘_ il Specne; ' BstEII | Hae i ‘Score
33 | Mycobacterium colombiense type 1 757.35 210/ 0 130/105/ 60‘ 0

1 \chobactemnna'mnns avxumtvpe- 75_’35;210‘-03130.-105~6Ow_ 0]

Figura 12. Resultado de la captura de los patrones de la muestra 7-OMJ
(Figura 10) en el banco de datos del “PRA SITE”
(http://app.chuv.ch/prasite/index.html)

Tabla 9. Resultados de la identificacion de MNT por el método del PRA

y comparacion de los obtenidos por PCR de punto final.

Cddigo de la Identificacion PRA Score | Identificacion
cepa PRA PCR
- -l-
14-TCM M. gordonae tipo 9 M. gordonae
— -.-
5-GGA M. avium s. avium 0
tipo 2 M. avium**
M. colombiense tipo 1 0
M.

tuberculosis
H37Rv

** Esta identificacion no fue posible realizarla por PCR en punto final, por lo

gue se mando6 a secuenciar.
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5.4 Resultados epidemioldgicos

En cuanto a las 22 cepas identificadas y de acuerdo al origen de estas
(muestras clinicas), se tiene que 3 micobacteriosis tienen localizacion
pulmonar (esputo y aspirado bronquial) y las 19 restantes localizacién
extrapulmonar (orina, mielocultivo, hemocultivo, liquido pleural, liquido de
ascitis, abscesos y ganglio). La tabla 10, muestra los resultados obtenidos

haciendo una relacion entre la muestra clinica y la micobacteria identificada.

Tabla 10. Resultados obtenidos en base a la localizacién en el
organismo de la micobacteriosis y la micobacteria identificada
MICOBACTERIA IDENTIFICADA

ORIGEN DE M. M. M. TOTAL
LA MUESTRA |avium | intracellulare | gordonae

1

LOCALIZACION Aspirado 1 -
PULMONAR bronquial

Liquido
LOCALIZACION pleural
EXTRAPULMONAR

Liquido de

ascitis

oo

Como anteriormente se menciond se parten de 22 cepas, sin embargo,

estan corresponden a 17 pacientes; esto debido a que al laboratorio en 5

(o))
N



paciente, suceso comun en un laboratorio de diagnostico pues todas las
manifestaciones clinicas requieren ser estudiadas, por tanto, es necesario
mostrar los resultados obtenidos de la prevalencia de MNT y micobacterias
pertenecientes al CMT por paciente caracterizadas en este proyecto: al 39%
de los pacientes (17 individuos) se les caracteriz6 una MNT, mientras que al
61% (27 individuos) se les identificé una micobacteria perteneciente al CMT
(Figura 13).

4 D
Total de cepas identificadas por paciente

MNT
39%

[17 pacientes] CMT

61%
[27 pacientes]

\ y
Figura 13. Total de cepas identificadas por paciente

Considerando el factor antes mencionado y que ademas de que no fue
posible obtener la historia clinica de dos pacientes pues no fue permitido
acceder al expediente, los resultados epidemioldgicos seran presentados en

base a la informacién recabada de 15 pacientes.

En cuanto a la edad y el sexo, existe una ligera prevalencia de afectacion en
el sexo masculino del 67% (10 de los 15 pacientes) entre las edades de 31 a
50 afios; en el sexo femenino la afectacion se presentd en mujeres mayores
a 51 afnos (Figura 14). Las ocupaciones de los pacientes son diversas: amas

de casa, estudiantes, médicos, administrativos, policias y mecénicos. El 20%
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tuberculosis. El 60% de los pacientes indicaron haber recibido la vacuna
BCG, mientras que al 40% restante no les fue administrada la vacuna. Para
mostrar las manifestaciones clinicas (Tabla 11), las muestras clinicas fueron
agrupadas en 4 grupos de localizaciones: pulmonar (aspirado bronquial y
esputo), renal (orina), diseminada (hemocultivo, mielocultivo, liquido pleural y
liquido de ascitis-absceso) y ganglionar (ganglio). En base al punto anterior,
86% de los pacientes tienen una localizacion extrapulmonar y el 14%

localizacién pulmonar.

Prevalencia de las micobacteriosis:
edad y sexo

® MASCULINO ®FEMENINO

< 30 afios
31-40 ai

anos 41-50 anos 5
51-60 anos .

> 61 afnos

Figura 14. Prevalencia de las micobacteriosis identificadas

de acuerdo a la edad y sexo del paciente

Las principales inmunodepresiones en las que se baso este trabajo fueron la
diabetes y el VIH, por la actual prevalencia de estas enfermedades en
nuestro pais, sin embargo, secundariamente se toma la desnutricion como
un factor que hace mas susceptible al paciente de adquirir una
micobacteriosis. De los 15 pacientes: 5 (los cuales representan el 33%)
padecen diabetes, 6 (40%) padecen VIH y 4 (27%) aparentemente no tienen

ningun tipo de inmunodepresion (inmunocompetentes). De los 5 individuos
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inmunodepresion (leucemia y céncer broncogénico, respectivamente).
Finalmente, de los 6 pacientes con VIH, 5 de ellos presentan desnutricion y
adicionalmente 2 de ellos histoplasmosis, uno criptococosis y uno linfoma no
Hodgkin difuso (Figura 15). En cuanto, a la especie micobacteriana
identificada y a la relacion que existe con algun tipo de inmunocompromiso,
se hallé que M. avium (Figura 16A) se presenta en un 55% en individuos con
VIH, en un 36% en pacientes con diabetes y en un 9% en pacientes sin
alguna inmunodepresion aparente; M. intracellulare (Figura 16B) en un 67%
se presentd en individuos inmunocompetentes y un 33% en afectados con
diabetes. M. gordonae se idéntico en un individuo sin algun tipo de

inmunocompromiso.

Tabla 11. Manifestaciones clinicas de los pacientes a los cuales se les
aislé una MNT, de acuerdo con lalocalizacion de la especie
micobacteriana

Localizacion Manifestaciones Clinicas

Desgaste, fiebre, diaforesis (excesiva sudoracion profusa),
tos seca o con expectoracién, sindrome diarreico, astenia
Pulmonar (sensacion generalizada de cansancio, fatiga y debilidad
fisica y psiquica) y adinamia (ausencia de movimiento o
reaccion).

Desgaste, diaforesis, fiebre, neumonia, disnea (dificultad
DI ELGERN respiratoria), tos con expectoracion, derrame pleural,
astenia, adinamia, crisis convulsivas Yy heutropenia
(disminucioén aguda o cronica de granulocitos de la sangre).
Pielonefritis cronica (inflamacion bacteriana del rifion con
destruccion del tejido renal y compromiso de la via urinaria),
pérdida de peso e infecciones de vias urinarias de repeticion
EEHIINEIMN Adenomegalias (aumento de tamafio de los ganglios
linfaticos).
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Inmunodepresiones presentadas en pacientes con micobacteriosis
® Desnutricién-otra adicional Desnutricion  ®mNinguna adicional

33%* 40%* 27%*

Diabetes VIH Sin inmunodepresion

Figura 15. Inmunodepresiones presentadas en pacientes con
micobacteriosis
1. Estos porcentajes corresponden al nimero global de inmunosupresiones.
Por ejemplo: de los 15 pacientes 5 padece diabetes, los cuales representan
el 33%. Las cantidades que hay dentro de cada columna, representa el

numero de pacientes que poseen la condicion indicada.

Asociacién de M. avium con algun Figura 16. Asociacion

tipo de inmunodepresion de MNT con algun tipo
Sin inmunodepresion de inmunodepresion

9% ~ en el paciente.

A) Asociacion de M.

avium con alguna

VIH

550 inmunodepresion
0

Diabetes /
36%
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” D
Asociacion de M. intracellulare con
algun tipo de inmunodepresion intracellulare con alguna

B) Asociacién de M.

inmunodepresion

En el hospital “Gral. Ignacio Zaragoza” ISSSTE, se administra el esquema de
tratamiento primario acortado para aquellos pacientes en los que la
baciloscopia se reporte como positiva, el cual se administra durante 25
semanas si el paciente se apega a él, hasta completar 105 dosis, dividido en
dos etapas: fase intensiva (DoTBal fase intensiva), 60 dosis (diario de lunes
a sabado con HRZE) y fase de sostén (DoTBal-S fase de sostén), 45 dosis

(intermitente, 3 veces a la semana, con HR).

A todos los pacientes a los que se les identificd una MNT se les administro el
tratamiento primario acortado (DoTBal), excepto a uno, del cual no se tiene
informacion en cuanto a su tratamiento y la evolucion final que tuvo hacia la
micobacteriosis. De los 15 casos: 5 (33%) corresponden a pacientes que
respondieron al tratamiento (curacion), en los cuales: 3 la micobacteria
identificada fue M. avium, en un caso fue M. intracellulare y en otro mas M.
gordonae; 7 pacientes (47%) fallecieron, tomandose este pardmetro como
falla terapéutica, en 6 de los casos la micobacteria aislada fue M. avium y en
un caso fue M. intracellulare; una paciente (7%) a la cual se le identific6 M.

intracellulare curso asintomatica por lo que no fue necesario administrarle
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algun tipo de farmaco y en 2 casos (13%) en donde se aisl6 M. avium no fue
posible obtener informacion acerca de la curacion o falla al tratamiento de

los pacientes (Figura 17A 'y 17B).

Todos los pacientes (6) que tuvieron falla al tratamiento y se les identificd6 M.
avium padecian VIH, el paciente al cual se le aisl6 M. intracellulare y fallecio
era ademas diabético; todos excepto un individuo padecian desnutricién y/o
alguna otra inmunodepresion. Sobre la administracion de antirretrovirales
(ARV), de los 6 pacientes que padecen VIH, a 5 también se les administraba
tratamiento ARV. En cuanto a los 5 casos en los que hubo una respuesta
favorable al tratamiento, todos los pacientes recibieron éste de 6 a 12
meses, ademas ninguno de ellos padecia VIH o diabetes. Es importante
mencionar que en 3 de los casos en los que se identific6 una MNT, los
pacientes refirieron haber sido diagnosticados anteriormente como enfermos
de tuberculosis (recaida); dos de estos individuos eran portadores de VIH y
diabetes respectivamente, ambos fallecieron; el restante resultdé con una

micobacteriosis de localizacion renal la cual fue aliviada al cabo de un afo.

4 ) i
Respuesta clinica de acuerdo al Figura 17. Respuesta
tratamiento clinica de acuerdo al
o Sin Respuesta al tratamiento
informacién -
tratamiento -
13% administrado.

33% .
A) Respuesta terapéutica
al tratamiento primario
acortado (DoTBal)

Asintomaética

7%
\. J




Respuesta clinica en relacion con la MNT identificada

HM. avium M. intracellulare M. gordonae

No Falla al Respuesta al B

L determinada tratamiento tratamiento )

B) Respuesta clinica en relacion con la MNT aislada. No se incluye el

paciente asintomatico al cual se le identific6 M. intracellulare por no
representar un dato significativo en el tratamiento administrado para

micobacteriosis.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

» ldentificacion de MNT por técnicas Biologia Molecular

Las MNT se encuentran ampliamente distribuidas en el medio ambiente y se
puede hallar en el agua y sus sistemas de conduccion y abastecimiento, muy
frecuentemente en los grifos y el agua caliente, el agua del mar, la tierra, los
animales domésticos y salvajes, la leche y otros alimentos. Como no se ha
podido demostrar que las MNT se transmitan de persona a persona y se
aislan en muestras de piel, aparato respiratorio o tubo digestivo de individuos
sanos, se supone que la colonizacion o infeccion por estos microorganismos
tiene un origen ambiental. Los primeros cuadros clinicos producidos por
MNT se describieron en los afios cincuenta, y durante muchos afios fueron
considerados ocasionales y casi siempre ligados a situaciones de
inmunodeficiencia. En los dltimos 20 afios han pasado a ser una afeccion
relativamente frecuente, concomitante o no a la infeccion por el VIH aunque,
al no ser enfermedades de declaracion obligatoria, la incidencia de las
micobacteriosis sOlo se conoce parcialmente por publicaciones de ambito
local. En los ultimos aflos se ha avanzado en las posibilidades del

diagnostico microbioldgico al disponer de métodos moleculares.

En este proyecto se llevaron a cabo dos técnicas de Biologia Molecular para
la identificacion de MNT: PCR de punto final y PRA.

El método de PCR de punto final para la identificaciéon de MNT, resulto ser la
parte final de un esquema de diagnostico para tuberculosis y micobacteriosis,
el cual por una secuencia de 4 pasos (Figura 18), es capaz de identificar al
género Mycobacterium, al CMT y 7 especies de micobacterias de importancia
clinica (M. bovis, M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. avium y M.

intracellulare):
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> Paso 1. A través de un PCR Multiplex se establece en primera
instancia si un lisado bacteriano pertenece al género Mycobacterium.
Ademas nos indica si la especie micobacteriana pertenece al CMT;
exceptuando a M. bovis. Adicionalmente en este primer paso, se logra
identificar a nivel de especie a M. abscessus, M. chelonae y M.
fortuitum.

» Paso 2. Si se obtuviera en el “paso 1” un patron que unicamente
indicara que el lisado pertenece al género Mycobacterium (934 pb), se
llevara a cabo un PCR que daré dos posibles resultados: confirmara si
la micobacteria es del CMT (incluyendo a M. bovis) o se tratara de una
MNT diferente de M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. avium y
M. intracellulare.

» Paso 3. Si el aislado en el “paso 1” diera como resultado una banda
de 1000pb y en el paso 2 se confirmara la presencia de una MNT,
esta micobacteria podra ser caracterizada como M. avium (PCR 1) o
M. intracellulare (PCR II).

» Paso 4.Y finalmente, se podra recurrir al PCR lll, para identificar al

lisado como M. gordonae

Se caracterizaron 22 MNT bajo el esquema de identificacién de la Figura 17,
obteniéndose 17 cepas pertenecientes a la especie M. avium, 3 a la especie
micobacteriana M. intracellulare y una fue identificada como M. gordonae. El
lisado restante (muestra 5-GGA) se mandé a secuenciar; el resultado
caracterizé a la micobacteria como: M. avium 104, el que no haya sido
posible identificar este lisado a través del PCR de punto final con el par de
primers Mycav-R y RAC-1, se debid posiblemente a que esta cepa tiene en
su regién V2 una posible variacién en la secuencia que no comparte con las

micobacterias de su especie.
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PASO1
PCR Multiplex

. NO || 1300pb | 1200pb | 1100pb | 934pb 934 pb 1000 pb
. BANDA I abscessus M. 11 fortuitum Genero
T Ne chelonae 031pb Mycobacterium
; Todas las especies m -
genero PASO2 PASO 4
Mycobacterium del CMT, excepto - -
I bovis PCRIII

____________
E NO BANDA : M. gordonae

MNT Todas las
especies del
. CMT, PCRI PCRII
incluyendo a 176 0b
Wbois | 900D | [ 17690

M oaviem M intracellulare

Figura 18. Esquema de identificacion de 4 pasos para género Mycobacterium, CMT y 7 especies de

micobacterias: M. bovis, M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M. aviumy M. intracellulare.



Los resultados de cada una de las identificaciones de los lisados, se
reportaron en un promedio de 17 dias partiendo de que al dia 14 se presento
crecimiento micobacteriano puro, siendo este método molecular capaz de
identificar en tres dias a 7 especies micobacterianas de importancia clinica,
comparado con al menos 21 dias en que las pruebas fenotipicas identifican a
la micobacteria ya que se requiere de un cierto niumero de bacterias viables
para producir un resultado detectable, particularmente en especies de

crecimiento lento.

Las pruebas fenotipicas son extensivamente utilizadas, pero presentan
importantes limitaciones que contribuyen al problema de identificacion y de
manejo clinico de las micobacteriosis; son poco reproducibles, ya que la
expresion de un fenotipo determinado depende de condiciones ambientales y
por lo tanto presenta una marcada variabilidad. Asi, la metodologia puede
presentar diferentes resultados al modificarse factores tales como la
preparacion de los medios y reactivos, la cantidad y tiempo de crecimiento de
la cepa a identificar, e incluso el observador, ya que se requiere de cierto
grado de subjetividad. Ademas las bases de datos de las caracteristicas
fenotipicas se encuentran limitadas a las especies mas comunes Yy no son
actualizadas con frecuencia, por lo que las especies recientemente descritas
no pueden ser identificadas por estos meétodos. Finalmente y no menos
importante, la aplicacion de estas técnicas involucra un alto riesgo de
bioseguridad para el personal, pues se trabaja en todo momento con
bacterias vivas. Las pruebas moleculares, basadas en la deteccion de
caracteristicas genotipicas, surgen como respuesta a muchas de estas
limitaciones, y se ha reportado que las mismas permiten una identificacion

mas rapida, confiable y sensible de las micobacterias no tuberculosas.

Las limitaciones observadas en esta técnica de diagnostico para

micobacteriosis son las siguientes:
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» El ndmero de micobacterias que puede identificar. Por citar un
ejemplo, el esquema no contiene la identificacion de M. kansasii la
cual ha sido caracterizada frecuentemente como agente causal de
enfermedad pulmonar en pacientes masculinos y que presentan
enfisema. De igual forma, M. scrofulaceum es reconocida como la
primera especie aislada como agente causal de linfadenitis cervical.
No obstante, este esquema permite afiadir iniciadores especificos en
cualquiera de los pasos e incluso englobar PCR’s para diseiar un
PCR multiplex, como lo es el caso del PCR |y Il, que identifican a M.

avium y M. intracellulare.

» Se necesita de un cultivo puro para obtener resultados certeros. En
algunas ocasiones se intento trabajar directamente muestras clinicas
en las que se sospechaba la existencia de una micobacteria, sin
embargo, esta técnica no arrojé alguna identificacién sino hasta que
se trabajo un cultivo puro. No obstante, el usar OADC y PANTA
contribuyeron a que en un lapso de 14 dias se obtuvieran crecimientos

adecuados y con escasos problemas de contaminacion.

En la estandarizacion de la técnica del PRA, esta resultO ser una
metodologia rapida y sencilla de implementar en el laboratorio para la
identificacibn de micobacterias, pues se lograron obtener patrones
enzimaticos que al ser ingresados en los algoritmos de identificacion del sitio
electronico “PRA SITE” identificaron a 5 micobacterias previamente

caracterizadas por PCR de punto final.

En cuanto al producto inespecifico que recurrentemente aparece en el
control negativo (blanco) del PCR que amplifica la proteina de choque
térmico de 65 kDa, se puede decir que se elimind la posibilidad de que se
tratase de alguna contaminacion de los reactivos ya que estos fueron

utilizados en otros PCR’s en los cuales no se presentd ninguna situacion
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similar; también se contempl6 la idea de que el par de iniciadores TB11 y
TB12 estuvieran amplificando el fragmento de 439 pb aunque no
necesariamente se tratara de una micobacteria, sin embargo, esta posibilidad
fue descartada pues se sometidé una cepa de Staphylococcus aureus a este
PCR el cual no mostré ningun producto de amplificacion.

La patron enzimatico de la muestra 7-OMJ, dio como resultado M. avium s.
avium tipo 2 y M. colombiense tipo 1, ambas identificaciones con un puntaje
de cero (el cual equivale a una concordancia idéntica a un patrén registrado
en el algoritmo de identificacion). Este resultado, que en principio pareciera
considerar la clinica del paciente para reportar una sola identificacion de la
cepa, no pudo ser posible ya que el paciente presentd una micobacteriosis
diseminada adicional a una inmunodeficiencia causada por el VIH, en la que
tanto M. avium como M. colombiense pueden ser causantes de dicha
patologia. Indagando en la literatura, sobre el por qué ambas especies
micobacterianas presentaban patrones idénticos en los algoritmos de
identificacibn se encontr6 que Murcia y colaboradores en su articulo
“Mycobacterium colombiense sp. nov., a novel member of the
Mycobacterium avium complex and description of MAC-X as a new ITS
genetic variant”® proponen a M. colombiense como una especie
estrechamente relacionada al MAC, ya que los autores describen a M.
colombiense como una micobacteria de lento crecimiento y no pigmentada,
el andlisis de acidos micolicos revel6 el patrén tipico de tres clusters de
especies pertenecientes al MAC, dio resultados positivos en la prueba de
identificacion del AccuProbe MAC (Gen-Probe, San Diego, CA), con
resultados negativos con la prueba de la especie M. intracellulare, algunas
de las cepas estudiadas tuvieron resultados positivos en la prueba de las
especie M. avium-especifica, el gen de la enzima de restriccibn hsp65 fue
idéntico a la de la variante de M. avium y la secuenciacion del espacio
interno transcrito (ITS1) en el 16S-23S mostré una secuencia Unica, llamada

el MAC-X. No obstante, previamente se contaba con la identificacién por
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PCR en punto final en la que se usan iniciadores que demuestran ser
especificos para identificar a nivel especie a M. avium y M. intracellulare?®®,
con una caracterizacién de la cepa como M. avium, por tanto se decide
reportarla como tal. Finalmente, seria interesante secuenciar la region ITS1
con el fin de corroborar el resultado y ademas afadir especificidad a los

iniciadores RAC-1 y Mycav-R.

Las muestras 14-TCM y M. tuberculosis H37Rv, fueron identificadas por
ambos métodos como M. gordonae y M. tuberculosis respectivamente. En lo
gue respecta a la identificacion de la cepa M. tuberculosis H37Rv, es
importante resaltar que el PRA no identifica a nivel especie las micobacterias
pertenecientes al CMT, situacion de vital importancia si el lisado se tratara de
M. bovis, por tanto, es importante sefalar que este caso ambas técnicas
seran complementarias si se decidiera trabajar en primera instancia con el
PRA.

En caso de la muestra 22-CSL, el patron enzimatico interpretado para la
enzima BstEIl fue 235/120/100 pb y para Haelll 140/125/60 pb obteniéndose
un puntaje de 7 pues el patron no fue exactamente encontrado en el
algoritmo de identificacion del PRA site, el patron para BstEll fue el mismo,
sin embargo, para Haelll fue 145/130/60 pb. En lo que respecta a los dos
posibles resultados de caracterizacién: M. intracellulare tipo 1 y M, chimaera
tipol, se encontr6 que hay una situacion similar a la encontrada entre M.
colombiense y M. avium; Tortoli y colaboradores en “Proposal to elevate
the genetic variant MAC-A, included in the Mycobacterium avium
complex, to species rank as Mycobacterium chimaera sp. nov.”®
sefialan que M. chimera es una especie que combina caracteristicas de los
diferentes miembros del MAC (de ahi su nombre, ya que es llamado quimera
al ser mitolégico formado por piezas de tres diferentes animales), haciendo
una distincion en la secuencia del 16S-23S de la region del espacio interno

transcrito (ITS) en la que esta especie genéticamente corresponde a la
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secuencia MAC-A y se diferencia de la cepa tipo de M. intracellulare en su
secuencia Min-A (DSMZ 43223) por 20 nucledtidos, sin embargo, la
secuenciacion del 16S resultara de poca ayuda pues esta es idéntica a M.
intracellulare a excepcion de la falta de coincidencia en un nucledétido. Por
tanto, estas herramientas se “limitan” a establecer una clasificacion general
de M. avium y M. intracellulare y/o el MAC. El resultado fue reportado como
M. intracellulare ya que el paciente clinicamente presentdé una
micobacteriosis pulmonar adicional a dos inmunosupresiones (diabetes y
desnutricion) lo cual concuerda con que M. intracellulare es un contribuyente
importante a las infecciones pulmonares asociada en pacientes
inmunocompetentes®, el comportamiento clinico de M. chimaera ain no ha
sido del todo establecido. El resultado final de la caracterizacion de la
micobacteria concuerda con el dado por el PCR de punto final, en el que la

literatura y la clinica ayudaron a dicho fin.

Una situacion similar a la cepa 7-OMG sucedio con la 5-GGA, al obtener los
mismos resultados de identificacion: M. avium s. avium tipo 2 y M.
colombiense tipo 1. Sin embargo, en este caso fue necesario secuenciar por
no obtener un resultado con el PCR de punto final (ya discutido
previamente). Es asi que con el alineamiento significativo que se obtuvo
(porcentaje de identidad del 97% debido al score alto y el valor E de 0.0) se
decide reportar la cepa como M. avium. La técnica del PRA muestra que
realizada adecuadamente puede identificar a nivel especie a una MNT, y que
aun cuando el PCR de punto final no proporcione resultados, existe una
segunda opcién para realizar la identificacion de la especie micobacteriana

antes de considerar la opcién de mandar a secuenciar el lisado bacteriano.

En relacion al PRA, la principal dificultad que se encontrd tuvo que ver con la
determinacién del tamafio de las bandas presentes en los patrones de
restricciébn, ya que como no se contdé con un software de analisis de

imagenes, la misma se realiz6 de forma manual. En uno casos el tamafio de
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diferencia fue de +5 pb (rango permitido en la interpretacion de patrones).
Esta situacion puede ser solucionada con la estandarizacion de las
condiciones de electroforesis (concentracion del gel, tipo de agarosa utilizada
y tiempos de corrida) y la utilizacion de software de medicién de bandas para
facilitar asi la interpretacién de los resultados. Ademas de esto, al igual que
el PCR de punto final, el PRA también requiere de cultivos puros para
obtener lisados que aseguren la amplificacién del hps65.

En sintesis, el PRA constituye una valiosa herramienta diagnéstica que
puede considerarse como una prueba de orientacion y apoyo a la
identificacion en un laboratorio de micobacterias, ademas de ser
relativamente facil. De igual forma ofrece la ventaja de identificar a una MNT

en dos dias partiendo de un cultivo puro.

En definitiva, las técnicas de Biologia Molecular instauradas en este proyecto
resultaron adecuadas para identificar MNT; finalmente ambas técnicas fueron
complementarias una de la otra y no porque hayan resultado ser deficientes,
sino porque cada una aporta informacién relevante para un adecuado
diagnostico para el paciente, como lo fue el PRA al hacer mencién de la
necesidad de realizar una diferenciacion precisa de aislados identificados
como pertenecientes al MAC pues se trata de datos de relevancia clinica
gue sefialan la importancia de tomar en cuenta la heterogeneidad de las
MNT. De igual manera se tiene que tener en cuenta que ninguno de los
métodos de diagnodstico desarrollados hasta el momento ha logrado
reemplazar a los convencionales sino que los complementan, como lo es el
caso del cultivo y la baciloscopia, por tanto, la innovacion solo debera ser
inducida en laboratorios que hayan demostrado competencia para ejecutar
los métodos bacteriolégicos convencionales y experiencia para interpretar
resultados. Pero ademas, siempre con la conviccién de que deberan ser

accesibles al sistema de salud, concentrar la investigacién de los pacientes
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cuya asistencia se pretende mejorar y tener asegurada la comunicacion
rapida con los médicos que tratan a esos pacientes. Bajo los anteriores
puntos, se hace necesario definir un algoritmo para la aplicacién e

interpretacion de resultados de cada método que se incorpore.
> Hallazgos epidemiolégicos

Debido a la poca informacion que se tienen en México acerca de las MNT
aisladas en pacientes inmunocompetentes e inmunocomprometidos, es
necesario construir una base de datos la cual recabe la informacion clinica
de los pacientes a los cuales se les diagnosticO una micobacteriosis con la
intencion de que se identifiquen los factores de riesgo que mas

frecuentemente se asocian con dicha patologia.

De un total de 60 cepas caracterizadas recolectadas de Junio/2007 a
Julio/2009, 22 de fueron identificadas como MNT las cuales representan el
37% de los aislados y el 63% (38 cepas) fue identificado como
micobacterias pertenecientes al CMT. Al presentar la informacion del total de
cepas identificadas por paciente no se encontré un incremento significativo
de los porcentajes para ambos grupos, pues se obtuvo que de un total de 44
pacientes, 17 de ellos (39%) se les identific6 una MNT y al 61% (27
pacientes) una micobacteria perteneciente al CMT. Resultados similares a
los hallados en este trabajo se reportaron en un estudio realizado en el
Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza ya que se
encontré6 que de 97 cepas identificadas el 63% (61 cepas) corresponden al
CMT y el 37% (36 cepas) a MNT®. Sin embargo, en un estudio realizado en
2010 por Moore y colaboradores (Increasing reports of non-tuberculous
mycobacteria in England, Wales and Northern Ireland®) reportan que la
tasa de los informes de MNT se elevé de 0,9 por 100.000 habitantes en 1995
a 2,9 por 100.000 en 2006 (de 1608 informes).

79



La proporcion de MNT identificadas fue alto, pues aun cuando no supera al
porcentaje de identificaciones del CMT existe una prevalencia que segun la
OMS seguira en aumento, pues existen factores que contribuiran a un

aumento de las micobacteriosis en el mundo, como lo son:

% La pandemia de infeccién por el VIH

% El aumento de las poblaciones de alto riesgo: diabéticos, pacientes
con cancer, con deficientes habitos higiénicos-dietéticos y aumento en
el nivel de las adicciones

» La falta de un terapias combinadas para el tratamiento de

L)

micobacteriosis

De igual manera, el porcentaje correspondiente a las identificaciones de las
cepas de MNT (37%) es relevante ya que este dato representa a pacientes
con y sin algun tipo de inmunodepresion, informacion sobre la cual no se
abunda en la literatura por considerar que las micobacteriosis estan
directamente ligadas a situaciones de deficiencia inmune. Respecto a este
ultimo punto, Lopez-Alvarez y colaboradores en el estudio “First insights
into the genetic diversity of Mycobacterium tuberculosis isolates from
HIV-infeced Mexican patients and mutations causing multidrug

resistance?"”

hallaron que de un total de 67 muestras de pacientes
infectados con VIH, al 85% (57 pacientes) se les fue identificada una
micobacteria perteneciente al CMT y solo al 15% (10 pacientes) se les
caracterizé una MNT, siendo M. avium aislada en 9 de los 10 casos y M.
intracellulare en el restante; en este proyecto si consideraramos Unicamente
a los pacientes infectados con VIH, que son 11 de un total de 44,
encontramos que el 54.5% de los casos corresponde a una MNT
especificamente M. avium y que en el 45.5% se identifico a M. tuberculosis,
con esto corroboramos el evidente aumento de micobacteriosis en México,
ademas de notar que existe una prevalencia de M. avium en pacientes

infectados con VIH. Asimismo, se deberd continuar retro-alimentando la base
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de datos creada para contar con un nimero mayor de muestras clinicas y asi
descartar la posibilidad de que el nimero de caracterizaciones no haya sido

significativo.

En cuanto a la prevalencia de la localizacion de las MNT, se observa una
clara tendencia a una localizacion extrapulmonar con 19 de las 22 muestras
clinicas remitidas al laboratorio, de las cuales 16 fueron M. avium. La
importancia de este resultado radica en que 12 de las cepas provocaron
micobacteriosis diseminadas y todas excepto una provenian de pacientes
enfermos de SIDA (aunque este Ultimo paciente presentaba desnutricion,
diabetes y leucemia) ademas que todas las cepas fueron caracterizadas
como M. avium. Lo anterior viene a corroborar que pacientes infectados por
el VIH se encuentran en un alto riesgo de padecer diseminaciones por MNT.
Segun la ATS, la mayoria de las enfermedades en pacientes con SIDA
(>95%) se debe a M. avium, ademas de que la infeccion diseminada por esta
micobacteria es la enfermedad mas comun, ocurriendo en 20 a 40% de los
pacientes segun Hawkins y colaboradores en el estudio titulado
“‘Mycobacterium avium-complex infections in patients with the acquired

immunodeficiency syndrome®®".

La micobacteriosis en estos pacientes
estd altamente correlacionada con la inmunodepresion severa que
presentan. En tanto, a la localizacion pulmonar, las 3 muestras clinicas
fueron caracterizadas como micobacterias pertenecientes al MAC (2 como
M. avium y una como M. intracellulare) adicionalmente todos los pacientes
presentaron diabetes, lo que sugiere que la esta condicion de
inmunodepresion favorecio la adquisicion de la micobacteriosis; de acuerdo
con la ATS en Estados Unidos la enfermedad pulmonar crénica es la mas
frecuente manifestacion clinica localizada de las MNT, siendo el MAC
seguido por M. kansasii el patdgeno que mas frecuente causa enfermedad
pulmonar, ademas se hace mencion que se han encontrado asociaciones
con el tabaquismo vy la existencia de una alguna patologia pulmonar

subyacente, siendo el caso del paciente al que se le identifico M.
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intracellulare de localizacion pulmonar ya que desarroll6 cancer

broncogénico previo al diagnostico de micobacteriosis.

La tendencia de afectacion de MNT en sexo masculino puede ser explicada
en base a que todos los pacientes hombres (10 individuos) también se les
fue diagnosticado algun tipo de inmunodepresion (diabetes o SIDA), 6 de los
10 pacientes padecieron SIDA. En tanto, que el sexo femenino presenté 3
afectaciones de micobacteriosis renal (provocadas por M. avium. M.
intracellulare y M. gordonae) de un total de 5 mujeres; las micobacteriosis
renales no han sido documentadas por considerar que en las muestras
clinicas (orinas) solo se trate de la presencia de una micobacteria ambiental
colonizante, no obstante, la caracterizacion de las MNT fue apoyado con la
clinica, pues en todos los casos se reporto en las historias clinica el comun

denominador de “infeccidén de vias urinarias de repeticion”.

El hallazgo clinico de identificar que el 40% de los pacientes refirio no haber
recibido la vacuna BCG, obligd al presente trabajo a investigar la existencia
de alguna relacion con la virulencia de las MNT, sin embargo, Sallaleras en
su manual “Vacunaciones preventivas: principios y aplicaciones®”
indica que existen factores que pueden influir en el resultado de la
vacunaciéon como lo son la virulencia del bacilo, el estado inmunitario y
nutritivo del receptor de la vacuna y la patogenia de la propia enfermedad,
abriendo con esto la investigacion del genoma de las micobacterias para
explicar dichos comportamientos. El contacto previo con individuos
diagnosticados con tuberculosis (parametro denominado COMBE) en el 20%
de los pacientes, no se asocia con ningun aspecto clinico relevante
(inmunodepresion, sintomas, etc.), ademas de que el contagio de las MNT

por aerosoles no ha sido comprobado.

Al comparar el tipo de inmunodeficiencia y la especie micobacteriana

encontrada, se observé que los pacientes que padecieron SIDA fueron en su
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totalidad infectados por M. avium. No obstante cabe sefialar que 5 de los 6
individuos diagnosticados con SIDA, ya padecian enfermedades tales como
histoplasmosis, criptococosis y linfoma de Hodgkin haciendo mas delicada su
situacion de inmunodeficiencia, respecto a esto es posible que estos
pacientes hayan desarrollado la micobacteriosis antes que estas patologias,
sin embargo, debido a que estos pacientes suelen tener otras
complicaciones, el diagnéstico de la infeccibn por MNT pueden ser
confundido o retrasado. La sintomatologia que presentaron los pacientes fue
la siguiente: desgaste, diaforesis, fiebre, neumonia, disnea, astenia y
adinamia, hallazgos fisicos relacionados con una avanzada enfermedad por
el VIH. La inmunodepresion causada por el VIH es capaz de aumentar la

incidencia de micobacteriosis por dos mecanismos clasicos®:

1. Reactivaciones endogenas, a partir de focos durmientes derivados de
infecciones remotas que al perder gran parte de su memoria

inmunitaria, progresan a enfermedad.

2. Progresion de infecciones recientes, con el desarrollo de
micobacteriosis mas agudas y mas atipicas, con frecuentes

diseminaciones hematogenas.

En conclusién, la enfermedad diseminada por el MAC constituye una de las
complicaciones frecuentes en enfermos con SIDA, sobre todo en pacientes
con enfermedad avanzada (menos de 50 linfocitos CD4/uL). Se han
registrado, sin embargo, diferencias notables en su incidencia de unos
paises a otros, constituyendo una complicacion relativamente rara en
algunas éareas. La presentacion habitual es de enfermedad diseminada con

afectacion de mdultiples 6rganos.

De acuerdo con la revision “Frecuencia de infecciones en diabetes

mellitus tipo 2??, se intuye que la inmunidad esta alterada en los pacientes
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con diabetes debido a la disminucion del poder fagocitario de los leucocitos
ya que podria estar directamente relacionado con el grado de hiperglucemia,
sobre todo si existe desnutricion, trastornos de la hidratacion o del pH
sanguineo, asi mismo, el quimiotactismo y el poder bactericida de los
linfocitos también estdn muy disminuidos. De este modo, encontramos que
en el 38% de los pacientes que se les identific6 M. avium padecen diabetes,
encontrando s6lo en un paciente un grado de desnutricion severo; en lo que
respecta a la identificacion de M. intracellulare el 33% de los pacientes
padecen diabetes mas un grado de desnutricion.

En cuanto a M. gordonae, esta especie se aisla muy frecuentemente del
agua y se reporta que en raras ocasiones causa enfermedad diseminada en
el hombre'; en este estudio esta especie afecto s6lo a un paciente el cual no
presentd ninguna inmunodepresion adicional. Jarikre en su publicacion

“Mycobacterium gordonae genitourinary disease®

indica que M.
gordonae es aislada en orina sin embargo es una micobacteriosis poco
frecuente, reporta un caso parecido al cuadro clinico que presenta el
paciente al cual se le aisl6 M. gordonae (14-TMC), en el que ambos
pacientes presentaban infecciones de vias urinarias de repeticion; un dato
importante, en el que respecta a la posible adquisicion de la micobacteria se
refiere a la ocupacion del paciente pues este indico ser Médico, ya que esta
micobacteria es un microorganismo ubicuo en el ambiente, habitualmente
presente en la tierra y el agua, asi como en el medio hospitalario, donde se
han documentado aislamientos en el agua del grifo, maquinas de hielo y

broncoscopios.

Del total de los pacientes fue encontrado que el 27% no presentaba algun
tipo de inmunodepresion, identificando a M. avium, M. intracellulare y M.
gordonae. No obstante, es importante mencionar que la localizacion fue

renal en todos los casos, lo cual indica que hay una posible tendencia de
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afectacion del MAC y M. gordonae en pacientes inmunocompetentes a nivel

renal.

Respecto a la respuesta clinica en el que a todos los pacientes les fue

administrado el tratamiento primario acortado, se encontrd que:

% En el 33% de los pacientes con respuesta al tratamiento (curacién), 3
de los 5 casos fueron micobacteriosis de localizacién renal, en los
cuales se identifico M. avium, M. intracellulare y M. gordonae; un
paciente curso asintomatico por lo que no recibid tratamiento y en el
caso restante se aislé a M. avium de localizacion pulmonar, en estos
dos ultimos individuos adicionalmente se tenia diabetes. En ninguno
de los casos, los pacientes padecieron SIDA. En todos los casos, se
registro el mayor tiempo de duracion del tratamiento (de 6 meses a un

afo) respecto a todas las historias clinicas recabadas.

% La falla al tratamiento (defuncién) se presentdé en el 47% de los
pacientes; siendo M. avium la especie aislada en 6 de los 7 casos, en
donde ademas todos los pacientes padecieron SIDA y alguna otra
inmunodepresion adicional. En el caso restante, se trat6 de M.
intracellulare en un adulto mayor que ademas padecié cancer
broncogénico. En todos los tratamientos, la duracion no fue maxima
de 4 meses en el mejor de los casos, pues en 3 casos no se tiene

reporte de haber iniciado tratamiento para la micobacteriosis.

Por tanto, el fracaso terapéutico se atribuye a la presencia de enfermedades
gue afectan la condicidon inmune de los pacientes; especificamente en este
estudio el VIH resultdé ser una condicion letal. Cabe sefialar que en ninguna
historia clinica se reportd el haber administrado un tratamiento especifico
para la micobacteria aislada y por su puesto también reconocer que en

algunos casos la identificacion de la micobacteria no fue lo suficientemente
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rapida. No obstante, se deben de buscar alternativas en el tratamiento de
pacientes con VIH con un recuento de CD4 inferior a 50 células/uL pues
estan en riesgo elevado de presentar infeccion diseminada por M. avium, por
tanto, es conveniente comunicar a los médicos que el paciente puede ser
beneficiado con una profilaxis; segun la ATS la profilaxis se puede realizar
con tres farmacos, rifabutina (la cual induce el metabolismo de las

antiproteasas), claritromicina y azitromicina.

En cuanto a los pacientes que respondieron al tratamiento con la curacién,
esto su puede atribuir a que las MNT, dado su caracteristica de ser

oportunistas pueden remitir espontaneamente si no hay inmunocompromiso.

Finalmente, en un estudio anterior a este realizado en el Hospital Regional
“Gral. Ignacio Zaragoza” ISSSTE por denominado “Determinacion por
metodos de Biologia Molecular de la especie de las micobacterias
obtenidas por cultivo de especimenes clinicos en el laboratorio central
del Hospital Regional Gral. Ignacio Zaragoza®” se realizaron 23
identificaciones reportandose el 65.2% como M. tuberculosis y al 34.8%
como MNT (4.3% como M. intracellulare, 26.2% fue M. avium y el 4.3%
restante como M. kansasii); Santos-Montero indica que inicialmente todos los
pacientes a los cuales se les aislé una MNT recibieron el tratamiento primario
acortado (especifico para M. tuberculosis) y hasta después de la
identificacibn se cambié a una terapia farmacoldgica especifica
(Claritromicina y Rifabutina o Rifampicina) para la micobacteria identificada,
resultando en un 37.5% de casos con respuesta al tratamiento siendo

relevante que todos los pacientes tenian VIH.
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7. CONCLUSIONES

1. Se identificaron 22 cepas de micobacterias no tuberculosas a nivel
especie por dos técnicas de Biologia Molecular: Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) de punto final y por Analisis de Patron de
enzima de Restriccion por PCR (PRA).

2. A través de un esquema de identificacion por PCR de punto final con
iniciadores especificos, se obtuvo que de las 22 cepas caracterizadas
a nivel especie, 18 (82%) fueron identificadas como M. avium, 3 (14%)
como M. intracellulare y una (4%) como M. gordonae.

3. Se estandariz6 la técnica del PRA, caracterizando al 5% de las 22
cepas Yya identificadas por PCR de punto final, obteniendo resultados

concordantes en todos los casos.

4. Se cre6 una base de datos en la cual es posible reconocer los factores
de riesgo que se asocian mas frecuentemente a la presencia de MNT

en pacientes inmunocomprometidos.

5. Se encontr6 una alta proporcion de MNT identificadas, respecto a
micobacterias del CMT, lo que correlaciona con los hallazgos de otros
estudios. De un total de 44 pacientes afectados por el género
Mycobacterium, en el 39% se caracterizO a MNT y en el 61% a una

micobacteria perteneciente al CMT.

6. Se observé una prevalencia de MNT con localizacién extrapulmonar.

7. En cuanto a pacientes inmunocomprometidos con VIH (40%), M.

avium fue aislada en todos los casos y desafortunadamente, el total
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no respondio al tratamiento. En pacientes inmunocomprometidos por
diabetes tipo 2 (33%), se identific6 a M. avium y M. intracellulare
como causantes de la micobacteriosis y hubo respuesta al tratamiento
en aquellos que no presentaron alguna inmunodeficiencia adicional.
En pacientes inmunocompetentes (27%), se aislaron 3 tipos de
micobacterias: M. avium, M. intracellulare y M. gordonae, en todos los
casos la localizaciéon fue renal y ocurrio una respuesta favorable al

tratamiento.

Se reconocio la importancia de identificar a las micobacterias a nivel
de especie para dar un tratamiento adecuado al paciente y/o
ajustando oportunamente la terapia, ya que los tratamientos son
diferentes (Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, y Etambutol para el
CMT,; Claritromicina o Azitromicina, Rifabutina o Rifampicina y
Etambutol para el MAC), ademas de considerar la alternativa de
indicar profilaxis en pacientes con SIDA en estadios avanzados,
logrando su curacion y/o mejora, para que se reincorporen a sus
actividades laborales, familiares y sociales en el menor tiempo posible.
Esto evita el desgaste emocional del paciente y su familia, ya que
permanecer en un hospital es inestimable econdmicamente; ademas,
el Sector Salud se vera beneficiado al reducir el pago de

incapacidades, estudios clinicos, hospitalizacion y medicamentos.
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ANEXO

I. Abreviaturas

ARV
ATS
BAAR
BCG
C
CD4

CMT
DNA
DNAr
dNTP’s
E
EDTA
EPOC
G

GLC

HPLC

hsp
kDa
LJ
M7H9
MAC
min
mL
mM

Tratamiento antirretroviral

American Thoracic Society

Bacilos acido alcohol resistentes

Bacilo de Calmette y Guerin

Citosina

Linfocitos CD4, por sus siglas en inglés: Cluster of
differentation)

Complejo Mycobacterium tuberculosis

Acido desoxirribonucléico

Acido desoxirribonucleico ribosomal
Desoxinucleotidos trifosfato

Etambutol

Acido etilendiaminotetraacético

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Guanina

Cromatografia de gases, por sus siglas en inglés Gas
Liquid Chromatography

Isoniacida

Cromatografia liquida de alta resolucion, por sus siglas
en inglés High Performance Liquid Chromatography
Proteina de choque térmico

Kilodaltons

Lowenstein-Jensen

Middlebrook 7H9

Complejo M. avium-M. intracellulare

Minutos

Mililitros

Milimolar
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MNT
MP
OADC
°C

PANTA

pb
PCR

PRA

RNA
RNAr
rpm
SIDA
TAE
TLC

VIH
ZN
ML

Micobacterias No Tuberculosas

Marcador de peso molecular

Acido oléico, albumina bovina, dextrosa y catalasa
Grados Celsius

Pirazinamida

Poliximina B, anfotericina, acido nalidixico, trimetropin y
azlocilina

Pares de bases

Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en
inglés Polymerase Chain Reaction

Andlisis de Restriccion de productos de PCR, por sus
siglas en inglés Polymerase Chain Reaction Restriction
Analysis

Rifampicina

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ribosomal

Revoluciones por minuto

Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida
Tris-acetato-EDTA

Cromatografia en capa fina, por sus siglas en inglés Thin
Layer Chromatography

Volts

Virus de la inmunodeficiencia Humana

Ziehl-Neelsen

Microlitros

Micrometros
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[I. Tincién Kinyoun

++ Reactivos:

=  Carbolfucsina

Fucsina basica ........... 409
Etanolal 95%  ........... 20 mL
Fenol (cristal)  ........... 8.0¢g
Agua destilada ........... 100 mL

Disolver la fucsina basica en el etanol (Solucién 1). Disolver el fenol en el
agua destilada (Solucion 2). Mezclar las soluciones 1y 2. Filtrar. Conservar a
temperatura ambiente.

= Alcohol acido
Acido clorhidrico concentrado ......... 30 mL
Etanolal 95%  ...cooviiiiiiii 970 mL

Mezclar ambos reactivos. Conservar a temperatura ambiente.

=  Azul de metileno

Azul de metileno ......... 0.3¢g
Agua destilada .......... 100 mL

Mezclar ambos reactivos. Filtrar. Conservar a temperatura ambiente.

% Técnica:
Preparar una extension de la muestra sobre un portaobjetos, dejar secar.
Cubrir la preparacién con carbolfucsina durante 5 minutos. Lavar con agua.

Decolorar con alcohol acido, cubriendo el frotis con esta solucidon durante 3
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minutos. Lavar con agua. Tefiir durante 3 minutos con Azul de metileno (color

de contraste). Lavar con agua y secar.

. T
mico

ratamiento con acido sulfarico para descontaminar cultivos de
bacterias

% Reactivos y medios:

1.

Acido sulfarico a una concentracion del 4%y 15%
Agua estéril

Hidroxido de sodio al 4%

Medio liquido M7H9

Medio solido LJ

Técnica:

Tomar 1 mL del crecimiento bacteriano y colocarlo en un tubo coénico
de 50 mL. En el caso de que la muestra sea de un medio s6lido como lo
es el medio LJ, agregar 1 mL de medio liquido M7H9 y raspar el

crecimiento localizado en el pico de flauta)

2. Centrifugar a 3 500 rpm durante 15 minutos

3. Decantar y agregar 1mL de acido sulfarico. Si el sedimento es poco,

© ©o N o o A

usar el &cido a una concentracion del 4%, en caso contrario, colocar
acido al 15%.

Incubar 15 minutos a 25°C

Llevar la solucion del sedimento a la marca de 25 mL con agua estéril.
Centrifugar a 3 500 rpm durante 15 minutos

Decantar y llevar a pH=7 con hidroxido de sodio al 4%

Sembrar en LJ e incubar a 37°C

Realizar una preparacion que posteriormente sera sometida a la técnica

de Kinyoun
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