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ABREVIATURAS

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
um Micrometros (1*10° metros)
BAAR Bacilos acido alcohol resistentes
mm Milimetros (1*10° metros)

LAM Lipoarabinomanana

G IGuanina

C Citosina

ADN Acido desoxirribonucleico

LJ Lowenstein-Jensen

ATS Sociedad de Torax Americana
LCR Liquido cefalorraquideo

CO, Di6xido de carbono

ADC Albumina, dextrosa y caseina
ARNr Acido ribonucleico ribosomal
MNT Micobacterias No Tuberculosas
VIH Virus de lainmunodeficiencia humana
CD4 Cumulo de diferenciacién 4

PPD Derivado proteico purificado

mL mililitros

DMSO Dimetil sulféxido

°C Grados Celsius

BCG Bacilo de Calmette y Gierin
SIDA Sindrome de inmuno deficiencia adquirida
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
PRA PCR-enzimas de restriccion

cm centimetro

LBA Lavado broncoalveolar

NALC N-acetil-cisteina

INH Isoniacida

T.H Acido Tiofén-2-carboxilico

PNBA Acido p-nitrobenzoico

MTB Mycobacterium tuberculosis

TLC Cromatografia en capa fina
dNTP’s Desoxinucleétidos trifosfato

mM milimolar

Tween Monolaurato de sorbitan polioxietilenico
rrn Operon ribosémico

M Molar

Mm milimetros

EDTA Acido etilendiamino tetracético
SDS Dodecil sulfato de sodio

TA Temperatura ambiente

pmol picomol

uL microlitro

pb Pares de bases

\% Volts

rpm Revoluciones por minuto

ng nanogramos

uv Luz ultravioleta

MPM Marcador de peso molecular

Da Dalton

ADN Acido desoxirribonucleico

GLC Cromatografia de gases

ARN Acido ribonucleico

min minutos
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RESUMEN

En relacion a los diferentes tipos de micobacterias, las MNT constituyen un
importante  problema a nivel mundial, incrementdndose en pacientes
inmunodeprimidos ya que estas bacterias suelen actuar como patégenos
oportunistas originando un serio problema de salud publica.

Estudios previos han indicado que los analisis convencionales para la identificacion
de estas micobacterias frecuentemente reportan resultados errobneos para las
diversas especies del género Mycobacterium.

En este trabajo se incluyeron 3 controles (M. tuberculosis, M. fortuitum y M.
gordonae), ademas de 34 cepas provenientes de pacientes pediatricos, estas cepas
fueron sometidas a baciloscopias, cultivo en LJ y MB/Bact, y las pruebas bioquimicas
convencionales, de estas técnicas se pudo identificar 12 cepas de M. gordonae y 22
no pudieron ser identificadas por lo que se les nombré Unicamente como M. sp.
Finalmente para corroborar resultados se realiz6 PCR empleando 16S ARNr alas 12
cepas de M. gordonae. El andlisis convencional y molecular reportd los mismos
resultados.

Se lleg6 a la conclusion que la identificacion molecular del 16S ARNr es un método
rapido de 12 a 36 horas contra el tiempo empleado en los métodos convencionales

de 4 a 8 semanas y es la prueba definitiva para la identificacion de especies.



INTRODUCCION

Desde que en 1882 Koch descubriera el agente productor de la tuberculosis, no se
han dejado de encontrar nuevas especies pertenecientes al género Mycobacterium.
Este género incluye a microorganismos patdogenos como Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
microti, Mycobacterium leprae y un grupo de micobacterias consideradas menos
virulentas o no patdgenas, que presentan una amplia distribucion entre los diferentes
ecosistemas y se comportan como oportunistas ante situaciones de inmunodepresion
(32).

Anteriormente consideradas ambientales, no productoras de cuadros patolégicos
hoy se les reconoce que provocan cuadros asociados a agua contaminada y hasta
graves infecciones en pacientes inmunocomprometidos, indiferenciables de las
ocasionadas por M. tuberculosis. Actualmente, su deteccion temprana y oportuna es
una herramienta indispensable para el tratamiento de la enfermedad que producen.

El género Mycobacterium se caracteriza por su gran contenido lipidico en la pared
celular, lo cual lo convierte en una bacteria de lento crecimiento; esto es una
desventaja para su identificacion en el laboratorio clinico y, por eso, para disminuir el
tiempo en su deteccidn, se recurre a métodos moleculares, los cuales aportan una
mayor exactitud, precision y confiabilidad al diagnéstico de padecimientos

ocasionados por micobacterias no tuberculosas.



OBJETIVO GENERAL
Identificar micobacterias escotocromdgenas aisladas en el Instituto Nacional de
Pediatria por medio de pruebas bioquimicas y por el método conocido como reaccién

en cadena de la polimerasa (PCR).

OBJETIVOS PARTICULARES
Identificar por métodos convencionales de laboratorio (estandar de oro) las

micobacterias no tuberculosas aisladas en el Instituto Nacional de Pediatria.

Aplicar la PCR como método principal para la identificacion molecular del géneroy la
especie, de las micobacterias no tuberculosas aisladas en el Instituto Nacional de

Pediatria.

Describir las principales caracteristicas microbiolégicas de las especies de

micobacterias no tuberculosas.

Describir los principales aspectos relacionados con el diagnéstico y tratamiento de

las enfermedades causadas por micobacterias no tuberculosas.



|. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL GENERO Mycobacterium

1.1. Morfologia bacteriana

El género Mycobacterium incluye parasitos obligados, saprofitos y oportunistas que
se caracterizan por presentar forma de bacilos delgados de forma recta o ligeramente
curva; miden 0.2 a 0.8 um de ancho por 2 a 7 um de largo y son aerobios, inmdviles,
no formadores de esporas, dificiles de tefiir por el método de Gram; de hecho
erroneamente llegan a considerarse grampositivos. Resisten la decoloracién con
acido-alcohol (BAAR: bacilo acido alcohol resistente) y conservan el primer colorante
como carbolfucsina (tincion de Ziehl-Neelsen y Kinyoun) o fluorocromos (auramina-
rodamina) (32).

Esta propiedad, llamada acido-alcohol-resistencia, no es exclusiva de las
micobacterias, ni suficiente para distinguirlas de cultivos del género Nocardia,
Corynebacterium y Rhodococcus (33).

Las colonias micobacterianas son grandes, de 2 a 5 mm de diametro, de aspecto liso
0 rugoso, con o sin una pigmentacion que va de un color amarillo claro mate hasta
un naranja, con bordes irregulares y una textura butirdcea y seca.

Se debe tomar en cuenta que M. leprae no desarrolla in vitro y sélo se ha logrado

cultivar en armadillo y en el cojinete plantar del raton (32).
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1.2. Caracteristicas microscépicas

En las técnicas de afinidad tintoreal, como la tincion de Ziehl-Neelsen o la de
Kinyoun, los bacilos aparecen de color rojo (figura 1). La variante fluorocrémica
(auramina) los muestra de color amarillo-naranja fluorescente. Esta técnica tiene la
ventaja de que se visualizan mas campos de la muestra, al requerirse un objetivo de
menor aumento (cribado mas rapido y exhaustivo) y es la preferida por algunos
microbidlogos (figura 2); ademas, en los casos dudosos puede realizarse una tincion

de Ziehl-Neelsen en el mismo portaobjetos (32).

Figura 1. Bacilos de micobacterias tefiidos con la Tincién Figura 2. Bacilos de micobacterias tefiidos por la técnica
de Ziehl-Neelsen, bacilos rojos (32). de auramina, bacilos amarillo-naranja (32).

1.3. Composicion quimica de la pared celular
La pared celular micobacteriana es una estructura compleja formada por tres capas,

seguidas de la membrana celular (figura 3).
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Figura 3. Esquema de la pared celular micobacteriana. A: membrana citoplasmatica, B: peptidoglicano, C: acidos micdlicos, D:
lipoarabinomanana, E: proteina integral, F: lipidos superficiales y G: carbohidratos.

La primera estructura basal consta de un peptidoglicano unido covalentemente a un
arabinogalactano-micolato. El peptidoglicano (mucopéptido o mureina) esta formado
por unidades repetidas de acido N-glicolil muramico y N-acetil glucosamina, unidas a
un péptido. Diversos trabajos han confirmado que este grupo N-glicolil esta presente
en todas las Micobacterias, Nocardias y Micromonospora, pero ausente en
Corinebacterias y Streptomyces (14). Las uniones interpéptidos son de dos clases:
D-ala-meso-DAP y meso-DAP-DAP. Aproximadamente, el 70% de la unién cruzada
basal en el peptidoglicano se integra por puentes interpéptidos entre residuos meso-
DAP. Los puentes interpéptidos de este tipo parecen presentarse solo en las
micobacterias (14).

El péptidoglicano esta unido al polimero de arabinogalactano por uniones fosfodiéster
entre residuos de acido muramico y una arabinosa del arabinogalactano (figura 4)

(21).
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Figura 4. Esquema de las uniones entre el Peptidoglicano y el Arabinogalactano.

El arabinogalactano esta construido a partir de un nucleo de galactosa con
ramificaciones de arabinosa, ambas en forma furanosa (anillo de cinco atomos). Las
micobacterias son las Unicas que contienen tanto galactofuranosa como

arabinofuranosa en la pared celular (figura 5) (6).

GALACTOFURANDSA,

Figura 5. Molécula de Arabinogalactano micolato.

Composicion de lipidos
El contenido de lipidos en las micobacterias corresponde aproximadamente al 20-

60% del peso seco de la pared; estos lipidos tienen un papel importante en la
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virulencia de la cepa infectante e influyen en la respuesta inmunoldgica a la infeccion
(6).

Los principales lipidos de la segunda capa de la pared celular, son:

Acidos micolicos: é&cidos grasos ramificados, presentes en los géneros
Corynebacterium, Nocardia y Mycobacterium. La diferencia en cuanto a los acidos
grasos en estos géneros depende del nUmero de 4&tomos de carbono presentes. Asi
Corynebacterium contiene de 28 a 36, Nocardia de 40 a 60 y Mycobacterium de 60 a
90 (15).

El alto contenido en guanina y citosina (G=C) del ADN micobacteriano (62-70%) es
similar al de otras bacterias productoras de &cido micdlico, Nocardia (60-69%),
Rhodococcus (59-69%) y Corynebacterium (51-59%) (33).

Glicolipidos: este grupo contiene dos de los posibles factores de virulencia: el factor
cordon (6,6'- dimicolil-trehalosa) y los sulfolipidos.

Lipoarabinomanana (LAM): es un glicolipido al final de la envoltura, aunque esta
anclado profundamente en el peptidoglicano; se forma por un nicleo de manosas
unidas a multiples cadenas laterales ramificadas de arabinofuranosil-manosa y a una
unidad de fosfatidilinositol que puede ser utilizada como un puente de unién con otros
elementos de la envoltura.

Factor corddn: 6,6' dimicolil-trehalosa (2 &cidos micélicos unidos a una trehalosa).
Asociado a la virulencia (es leucotéxico), ya que inhibe a la succinato
deshidrogenasa, provoca el hinchamiento de las mitocondrias y separa a los

ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso).
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Sulfolipidos: glicolipidos sulfatados (acidos grasos + trehalosa), asociados a la
virulencia (actian como fagolisosomas).

Micésidos: son un tipo especifico de glucolipidos, en los que no se ha determinado
ningun efecto toxico o propiedad antigénica alguna.

Otros lipidos que forman parte de la Ultima capa de la pared celular son: cera D,
sustancia compleja de la pared celular con capacidad para actuar como adyuvante.
Tsukamura ha encontrado que el principal componente de las micobacterias del
grupo Il de Runyon (ver clasificacion de Runyon), son 3-carotenos: la fotosintesis de
estos requiere glicerol, glucosa o piruvato, por lo cual la formacién de pigmentacion
en las micobacterias esta influenciado por la composicion del medio.

Los fosfolipidos presentes en las micobacterias son el fosfatidilinositol,
fosfatidiletanolamina, difosfatidilglicerol (cardiolipina) y el fosfatidilinositol manosido,
este Ultimo imparte gran cantidad de caracteristicas para los actinomicetos y

bacterias corineformes. Implicados en la formacién de granulomas.

1.4. Propiedades culturales

El uso de medios a base de huevo fue introducido por Dorset en 1903. Los tres mas
comunmente utilizados son: Lowenstein-Jensen (LJ), (American Thoracic Society)
ATS y Ogawa (1).

En la actualidad se utilizan numerosos medios de cultivo sobre la base de huevo para
el aislamiento de micobacteria; de éstos el mas comun es el de Lowenstein-Jensen;
el medio de Petragnani es mas inhibidor y debe usarse solo con especimenes que

contengan gran numero de contaminantes. El medio sobre la base de huevo de ATS
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es menos inhibidor y resulta Gtil para el aislamiento primario de micobacterias en
muestras de liquido pleural, biopsias y liquido cefalorraquideo (LCR) (18).

El agar no se emplea como solidificante porque suele ser toxico para las
micobacterias, en comparacion con otras bacterias. Una alternativa seria preparar
medio Proskauer y Beck con agar y adicionar suero bovino y albumina que
neutralizan la toxicidad del agar. El suero no debe utilizarse en concentraciones
mayores al 5 6 10 por ciento, porque inhibe el crecimiento bacteriano (36).

Los medios de Cohen y Middlebrook contienen albamina para el crecimiento 6ptimo,
biotina y catalasa, que estimulan la recuperacion de los bacilos dafiados en las
muestras clinicas; caseina, que mejora el promedio de recuperacion y la cantidad de
las micobacterias resistentes a Isoniazida (18).

Todos los medios de cultivo producen mayor crecimiento y colonias mas grandes
cuando se incuban en atmdsfera de 5 a 10% de CO; (18).

La exposicion de estos medios a una luz fuerte o el almacenamiento a 4°C por mas
de 4 semanas, pueden producir su deterioro y la liberacion de formaldehido (18).

De acuerdo al tipo de muestras, se requieren al menos tres muestras de esputo, que
se deben incubar en uno o mas medios sélidos y un medio liquido. Para muestras de
sangre se puede utilizar un medio sencillo con el caldo BACTEC 13A o el medio de
lisis centrifugaciéon con 7H10 6 7H11. Hay dos medios sélidos disponibles: medio
base de huevo—patata (agar Lowenstein-Jensen) y medio base de agar libre (agar
Middlebrook 7H10 6 7H11).

Es importante la cuantificacion del crecimiento (generalmente de 0 a 4+) para estimar

el significado clinico y la respuesta al tratamiento. La mayoria de las micobacterias
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de crecimiento lento son detectables en los medios sdélidos en 2 a 4 semanas,
mientras que en el sistema radiométrico BACTEC lo son en 1 a 2 semanas.

El medio 7H11 difiere del 7H10 por la adicion de caseina hidrolizada, lo cual mejora
el crecimiento de algunas especies fastidiosas como M. tuberculosis. EI medio 7H9
requiere de la adicion del suplemento ADC (albumina, dextrosa y caseina) y es el
mas utilizado para la investigacion, pues previene aun mas la contaminacioén (1).
Medios soélidos

El medio méas ampliamente utilizado es el de Lowenstein-Jensen (con base de
huevo), que tiene la ventaja de una menor contaminacién en su preparacion y puede
ser almacenado durante meses (32).

Los medios sin base de huevo, como Middlebrook 7H10 y 7H11, son de menor
caducidad, con utilidad para estudios de sensibilidad. Contienen 2% de glicerol que
favorece el crecimiento del complejo Mycobacterium avium. Se incuban durante 2
meses a 37°C y/o a 30°C si se sospecha de especies como Mycobacterium marinum,
Mycobacterium ulcerans o Mycobacterium haemophilum. Deben ser revisados
semanalmente hasta descartarlos como negativos (32).

Medios liquidos

Tienen la ventaja de ser medios de enriquecimiento, por lo que la deteccién suele
ser mas rapida, pero presentan la desventaja de que en ellos no se puede observar
la morfologia de la colonia ni valorar los posibles cultivos mixtos, hasta la resiembra
en algun medio solido. El tiempo medio de incubacion suele ser de 42 dias a 35-37°C

antes de descartarlos como negativos (32).
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Fotorreactividad de las micobacterias

La produccion de un pigmento amarillo en las bacterias cromogénicas es el
resultado de la produccion de cristales de caroteno amarillento-naranja por
microorganismos con metabolismo activo después de la exposicion a la luz brillante.
No se conoce el tipo de pigmento producido por las micobacterias cuando crecen en
la oscuridad (18). Los medios Lowenstein-Jensen y ATS son adecuados para la
determinacién de fotocromogenicidad. Los cultivos fotocromdgenos deben incubarse
a la temperatura de 30 a 37°C, mientras que los escotocromégenos deben hacerlo a
22-24 y 37°C (18,36).

Se especula que el nimero de operones de rRNA presentes en el genoma, forma la
base genética para diferenciar entre las micobacterias de rapido y lento crecimiento
(26).

Clasificacion de Runyon

La clasificacion de Runyon, realizada en 1954 y modificada en 1974, basada en las
caracteristicas de crecimiento de las micobacterias no tuberculosas (tabla 1),
establece una division natural entre las micobacterias de crecimiento lento (mas de 7
dias) y rapido (menos de 7 dias), con su capacidad de pigmentacion:
fotocromogenas, si producen colonias no pigmentadas en la oscuridad, pero
pigmentadas si se exponen a la luz; escotocromégenas, si producen colonias
amarillas o naranjas con y sin luz, y no cromégenas, si son siempre no pigmentadas
(32).

Se han descrito hasta el momento alrededor de 100 especies de micobacterias. De

1990 a la fecha se han detectado 42 nuevas especies de este género, siendo la
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mayoria (23 especies) aisladas sélo de muestras clinicas (55%); diez, aisladas del
ambiente —muestras clinicas, y sélo nueve, del ambiente. Entre las micobacterias de
crecimiento lento predominan las cromégenas (14 de 21), mientras que las de
crecimiento rdpido son fundamentalmente no cromégenas (12 de 21). Sigue

existiendo, no obstante, un importante reservorio de «nuevas especies» (32).

Tabla 1. Clasificacién de micobacterias no tuberculosas de acuerdo a Runyon. (32)

Especie Grupo de Runyon

Mycobacterium kansasii | Fotocromégenas

Mycobacterium marinum

Mycobacterium scrofulaceum Il Escotocromégenas
Mycobacterium szulgai

Mycobacterium gordonae

Mycobacterium avium- intracellulare Il No cromégenas
Mycobacterium haemophilum

Mycobacterium ulcerans

Mycobacterium fortuitum IV De crecimiento rapido
Mycobacterium chelonae

Mycobacterium abscessus

1.5. Actividad catabdlica

Las micobacterias, desde el punto metabdlico, son organismos altamente versatiles
gue no soélo crecen en sustratos comunes, como los azucares, alcoholes y acidos
organicos, sino también en una gran variedad de hidratos de carbono no saturados,
aromaticos y ciclicos. Las micobacterias degradan hidratos de carbono con grupos
aromaticos policiclicos, como pireno y fenantreno (15).
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Fuentes de carbono y nitrégeno

Las micobacterias pueden desarrollar en medios simples que contengan
principalmente una fuente de carbono, otra de nitrdgeno y metales ionicos
esenciales, incluyendo hierro y magnesio. Es importante notar que si el hierro se
elimina del medio, el microorganismo detiene su crecimiento (15).

Las fuentes de carbono incluyen carbohidratos tales como glucosa y glicerol, asi
como &cidos orgénicos, especialmente acido piravico. Las fuentes de nitrdgeno son
sales de amonio, amidas o amino&cidos y, en algunos casos, nitratos. Los
aminoacidos como glicina, alanina y asparagina fungen como fuentes de nitrégeno.
También la glucosa puede ser oxidada por una via glicolitica anaerobia o por una via
aerdbica a acido glucorinico y por una serie de descarboxilaciones a acido piravico,
con excepcion de M. bovis que prefiere piruvato como fuente de carbono. Los
compuestos de carbono son oxidados por M. tuberculosis hasta diéxido de carbono y
agua (15).

De igual forma la histidina, el acido aspartico y la L-prolina pueden ser utilizadas,
pero el crecimiento es mas lento. Algunas veces el tiempo de desarrollo puede
acortarse en medios de cultivo como el Proskauer y el Beck, los cuales no contienen
nitrégeno pero puede ser afiadido, a partir de trazas de amonio en el aire, en una
atmésfera de nitrogeno (15).

Cuando la fuente de nitrogeno como el malato de amonio o fosfato de amonio, se
afiade a un medio sintético el crecimiento resulta mejor, comparado con el

crecimiento en asparagina (15).
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La mayor parte de las micobacterias no requieren factores de crecimiento, o
vitaminas en el medio de crecimiento. Excepciones a esto son M. haemophilum el
cual requiere hemina, y Mycobacterium paratuberculosis la cual requiere micobactina
para su crecimiento (15).

Fuente de hierro

Las micobacterias son las Unicas en la produccion de dos sideroforos: exoquelinas y
micobactinas. Las primeras son sideroforos extracelulares, que hasta ahora sélo han
sido pobremente caracterizadas, y de las que se conocen dos tipos que sélo difieren
en su capacidad de solubilidad en solventes orgénicos.

Las micobactinas son altamente hidrofébicas, por lo cual sélo estdn localizadas
dentro de la envoltura celular micobacteriana y son de gran utlidad en la
identificacion de micobacterias de crecimiento rapido (15).

El incremento en la concentracién de hierro resulta en la represién de estos tres
componentes.

Materiales de reserva

Las micobacterias pueden almacenar una gran cantidad de sustancias, tales como
triacilglicerol, especialmente cuando crecen en medios con glicerol, dando lugar a la
formacién de cuerpos grasos (vacuolas lipidicas). Estos lipidos pueden ser utilizados

como material de reserva, lo mismo que el glicogeno y la trehalosa (15).
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2. IMPORTANCIA CLINICA DE MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS.

2.1. Epidemiologia

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza, incluida el agua dulce (en la que se abarca a la contenida en depdsitos
de hospitales), suelo, material vegetal, aire, animales (ganado bovino y porcino,
peces, monos y aves), plantas o material quirdrgico (32).

Su transmisién suele realizarse a través de las vias respiratoria y digestiva o
mediante inoculacion directa de la piel. También se puede producir diseminacién
hematdgena a partir de algun foco visceral. El hombre no es un reservorio importante
Yy No parece existir contagio de persona-persona (32).

En general, existe una mayor incidencia en climas céalidos. De forma global hay una
mayor afectacion en varones (59%) si bien existe cierta prevalencia en mujeres con
aislamientos de Mycobacterium chelonae y Mycobacterium simiae. La mayor
incidencia se acentda en torno a la sexta década de la vida. Entre los grupos étnicos
mas afectados estan los hispanos, blancos y negros y, entre los de menor incidencia,
los asiaticos y los nativos americanos. El 73% de los casos ocurre en zonas urbanas

y el resto en el entorno rural (32).

2.2. Factores de riesgo
El factor de riesgo mas importante asociado a la enfermedad por micobacterias no
tuberculosas es el tabaco (66%), seguido de la enfermedad pulmonar cronica (42%),

la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH, 26%) y el alcoholismo
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(20%). El enfisema y la bronquitis crénica son las patologias sistémicas asociadas a
mas frecuencia. El VIH, los medicamentos inmunosupresores y la reduccion en la
inmunidad cruzada entre las micobacterias, al existir un menor numero de casos de
contacto con el M. tuberculosis, se ha propiciado un mayor espectro de personas
susceptibles a las micobacterias no tuberculosas. En el caso de pacientes portadores
del VIH, una disminucién en el recuento de CD4 por debajo de 40 células, aumenta el

riesgo en 2,5 veces de infeccion diseminada por micobacterias no tuberculosas (32).

2.3. Formas clinicas

Las formas clinicas producidas por micobacterias no tuberculosas incluyen
enfermedad pulmonar, linfadenitis, infeccion a través de catéteres, afectacion
esquelética, enfermedad diseminada, infecciones en piel y tejidos blandos (véase
tabla 2).

De todas ellas, la enfermedad pulmonar es la principal manifestacion (62%), siendo

el complejo M. avium el principal causante (32).

23



Tabla 2. Enfermedades asociadas a micobacterias (32).

Enfermedad Micobacteria implicada

Enfermedad broncopulmonar crénica M. avium-intracellulare, M. kansasii, M. abscessus

M. avium-intracellulare, M. scrofulaceum

Linfadenitis Esquelética M. avium-intracellulare, M. kansasii, M. abscessus,

M. fortuitum, M. marinum, M. chelonae

Infeccién diseminada VIH + Complejo M. avium, M. kansasii, VIH + M.

abscessus, M. chelonae

Infeccién a través de catéteres M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus

Piel y tejidos blandos . marinum, M. chelonae, M. fortuitum, M. haemophilum,
. avium-intracellulare, M. terrae, M. abscessus,

. ulcerans, M. kansasii, M. simiae, M. gordonae,

= Z £ £

. scrofulaceum, M. szulgai

Las linfadenitis se presentan en nifios dentro de un rango de edad de 16 meses a 10
afos, si bien la edad media es en torno a los 3 afios (32).

No parecen existir factores de riesgo asociados y se localizan en la region
submandibular o preauricular, caracterizandose por aumento progresivo de tamafio
en la forma asintomética, hasta un momento dado, en que comienzan a supurar
(32).

En nifios, s6lo del 10% de las linfadenitis periféricas producidas por micobacterias se
aisla a M. tuberculosis, recuperandose en el resto a M. avium y M. scrofulaceum, a
diferencia de los adultos, entre quienes en el 90% con este cuadro clinico se detecta
a M. tuberculosis (32).

En el 80% de las linfadenitis por micobacterias no tuberculosas se aisla al complejo

M. avium. Los catéteres contaminados son mas frecuentes en infecciones por
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M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus. Menos comunes son los casos de artritis,
sinovitis y osteomielitis (32).

Los casos diseminados se suelen presentar en pacientes inmunodeprimidos con
infecciones por M. avium-intracellulare, M. kansasii, M. abscessus y M. chelonae.
Desde el punto de vista dermatoldgico, existen multitud de formas de presentacion
tales como papulas, placas, nodulos, abscesos, etc. Algunas micobacterias no
tuberculosas adoptan ciertos patrones morfolégicos en cuanto a su distribucion
corporal. De esta forma, el patrén esporotricoide es mas frecuente en M. marinum y

M. kansasii, siendo poco frecuente en M. chelonae (32).

2.4. Inmunidad

Los antigenos micobacterianos son complicados y consisten en complejos de
proteinas, polisacéaridos y lipidos (13).

En el caso de M. tuberculosis, la defensa del organismo radica en la respuesta
inmune celular. Esta interaccidbn en el organismo consiste en el desarrollo de
hipersensibilidad retardada; la respuesta celular trae como resultado la formacion de
la lesiéon primaria en el pulmén y la positividad al derivado proteico purificado (PPD)
(13).

Sin embargo, en cuanto a la presencia de MNT (micobacterias no tuberculosas), no
se sabe con exactitud cual es el tipo de interaccion entre el huésped y la
micobacteria.

Si los bacilos de la tuberculosis fueron inhalados, éstos alcanzan los alvéolos y son

retenidos. Y como es descrito por Youmans, los bacilos fagocitados, se multiplican
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lentamente en neutréfilos y macréfagos alveolares. En caso de reinfecciéon por
reinoculacion de un caso activo o por activacion de una vieja infeccion, el desarrollo
de necrosis en la lesion es resultado de la hipersensibilidad a la tuberculina, que se
desarrolla en el curso de una primoinfeccién (13).

La patologia de la tuberculosis es descrita por Dannenberg, quien la detalla como la
contribucion de una reaccion inmune al progreso de la enfermedad. La relacion entre
la hipersensibilidad y la respuesta celular inmune fluctia durante las diversas etapas
de la infeccion, por los niveles de antigeno presente, macrofagos acumulados, inicio
de la activacion y destruccion de los bacilos; pero cuando los niveles de antigeno
presente son grandes, la enfermedad es progresiva y ocurre necrosis en el tejido

(13).

2.5. Susceptibilidad

Para determinar el patron de susceptibilidad de las micobacterias, debe considerarse
a la resistencia como un fenédmeno al azar, el cual es independiente a la exposicion a
los agentes antimicrobianos, la correlacién in vivo entre la respuesta clinica a un
agente antimicrobiano y la respuesta de las pruebas de susceptibilidad in vitro, pues
se ha encontrado que si mas del 1% de los bacilos tuberculosos de un paciente son

resistentes al farmaco in vitro, el tratamiento sera inatil (18).

2.6. Tratamiento
La American Thoracic Society (ATS) recomienda usar como prueba de identificacion

a la susceptibilidad que presentan ciertas micobacterias a algunos farmacos:
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Susceptibilidad del complejo M. avium. En esta prueba se recomienda el uso de
Claritromicina en un tratamiento con macrélidos. No se recomienda el uso de
Rifabutina.

Susceptibilidad de M. kansasii. Esta prueba sélo incluye a la susceptibilidad a la
Rifampicina, debido a que la Isoniazida y Estreptomicina dan resultados falsos.
Susceptibilidad en las micobacterias de crecimiento rapido. Incluye Amikacina,
Doxiciclina, Imipenem, Quinolonas, Sulfamidas, Cefoxitina y Claritromicina.
Tratamiento de micobacterias en las enfermedades pulmonares. La Claritromicina o
Rifabutina pueden ser sustituidas por Rifampicina en pacientes con VIH a los que se
administren inhibidores de proteasa. La Pirazinamida no suele ser una alternativa o
no debe utilizarse como un tercer farmaco, debido a que los aislados de M. kansasii
son resistentes a ella.

Tratamiento de enfermedades pulmonares causadas por M. avium. La Rifabutina, un
derivado de la Rifamicina S, presenta una mejor actividad. Los farmacos usados
para M. avium se caracterizan por tener una alta toxicidad. Un régimen empirico
combina Claritromicina y, usualmente, Etambutol y Rifamicina (Rifamopicina o
Rifabutina). Los pacientes pueden tolerar estos tres farmacos hasta en un 90% vy la
Rifabutina es preferida a la Rifamicina, porque es mas activa in vivo, aunque con mas
efectos secundarios (uveitis y leucopenia).

Todas las cepas no tratadas con anterioridad son susceptibles a los macrélidos.
Tratamiento de MNT en linfadenitis cervical. Generalmente estd mejora con la
escision quirdrgica. Un régimen que incluya Claritromicina esta considerado para

pacientes con enfermedad extensiva o pobre respuesta a la cirugia.
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Tratamiento para enfermedades no pulmonares por micobacterias de crecimiento
rapido. Incluye farmacos como la Amikacina y Claritromicina, basandose en
susceptibilidad in vitro.

Las infecciones pulmonares causadas por Mycobacterium malmoense,
Mycobacterium xenopi y Mycobacterium szulgai son tratadas con una combinacion
de Etambutol, Isoniazida, Rifampicina y Claritromicina, aunque también la
Ciprofloxacina, Claritromicina y Rifampicina son sugeridos para el tratamiento de M.
haemophilum. Las pruebas de susceptibilidad para estas micobacterias de lento
crecimiento incluyen a estos cinco farmacos, aunque para M. marinum, los farmacos
de eleccién son Rifampicina, Etambutol, Doxiciclina o Minociclina, Claritromicina y
Sulfonamida.

La infeccion por micobacterias de rapido crecimiento tales como M. abscessus,
M. chelonae y M. fortuitum, puede ser neutralizada con Amikacina, Cefoxitina,
Ciprofloxacina, Claritromicina, Doxiciclina, Imipenem y Sulfonamida.

Tratamiento para enfermedades causadas por M. kansasii. Las cepas susceptibles,
pueden ser inhibidas por Rifampicina, Isoniazida, Etambutol, Etionamida,
Estreptomicina y Claritromicina. Algunos aislados se reportan como resistentes a
Isoniazida 0.2 a 1 pyg/mL y a la Estreptomicina 2 pg/mL.

M. kansasii es también susceptible in vitro a los farmacos Claritromicina,
Sulfametoxazol, Amikacina, algunas quinolonas y Rifabutina. Adquiere resistencia a
Rifampicina, Etambutol e Isoniazida, lo que ha sido demostrado en aislados en los

cuales el tratamiento no ha dado resultados.
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Para el tratamiento de enfermedad extrapulmonar en adultos, el régimen de farmacos
antimicobacterianos es el mismo que para la enfermedad pulmonar.

Azitromicina y Claritromicina intermitentes (tres veces por semana), demuestran
tener eficacia para enfermedades pulmonares causadas por el complejo M. avium y
el uso de Estreptomicina intermitente para los primeros dos a tres meses de terapia
puede ser considerado, adicionado a otro régimen terapéutico, para enfermedades
extensivas. La dosis exacta de Estreptomicina en un régimen multifarmaco
dependera de la masa corporal, asi como de la edad del paciente.

Los pacientes deben estar pendientes de los signos y sintomas que pueden
presentar por efectos secundarios (tinitus, disminucion de la audicion vy
comportamiento inestable), cuando se les administra Estreptomicina; esto contribuira
a un régimen terapéutico adecuado.

Para monitorear los efectos téxicos de la terapia deben considerarse los siguientes
sintomas: agudeza visual (Etambutol y Rifabutina), discriminacién de los colores
verde y rojo (Etambutol), enzimas del higado (Claritromicina, Azitromicina, Rifabutina,
Rifampicina, Isoniazida y Etionamida), funcién auditiva y vestibular (Estreptomicina,
Amikacina, Claritromicina y Azitromicina), funcion renal (Estreptomicina y Amikacina),
cuenta total de leucocitos y plaquetas (Rifabutina) y sistema nervioso central
(Cicloserina).

Tratamiento de enfermedades extrapulmonares localizadas, causadas por M. avium.
La escisidn quirdrgica, a falta de quimioterapia, es recomendada en nifios con
linfadenitis cervical por el complejo M. avium y M. scrofulaceum. Una alternativa para

enfermedades recurrentes en nifios, en los cuales el riesgo es alto, consiste en el
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empleo de un régimen multifarmaco con Claritromicina, como en el caso de las
enfermedades pulmonares.

Para pacientes adultos con enfermedad localizada que involucra tejidos blandos,
tendones, piel, articulaciones y, ocasionalmente hueso, se emplea una combinacion
de escisiones quirargicas y quimioterapias.

La Amikacina y la Estreptomicina son activas y cualquiera suele ser considerada para
Su Uso en pacientes con sintomas severos, especialmente como parte del inicio de la
terapia.

M. fortuitum, M. abscessus y M. chelonae son resistentes a los agentes
antituberculosos, pero susceptibles a los agentes antibacterianos. Aislados de M.
fortuitum son susceptibles a Amikacina (100%), Ciprofloxacina y Ofloxacina (100%),
sulfonamidas (100%), Cefoxitina (80%), Imipenem (100%), Claritromicina (80%) y
Doxiciclina (50%).

M. abscessus es susceptible a Claritromicina (100%), Clofazimina, Amikacina (90%)
y Cefoxitina (70%) e Imipenem (50%). M. chelonae es susceptible a Amikacina
(80%), Tobramicina (100%), Claritromicina (100%), Imipenem (60%), Clofacimina,
Doxiciclina (25%) y Ciprofloxacina (20%). Las enfermedades cutaneas causadas por
estos tres microorganismos dan buenos resultados en muestras in vitro, cuando se
le aplican los siguientes farmacos: Claritromicina, Imipenem, Cefoxitina, Cefmetazol y
Amikacina.

La primera linea de antituberculosos (Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida, etc.) no

es util para el tratamiento de enfermedades causadas por micobacterias de
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crecimiento rapido con la excepcion de Etambutol, hacia el cual M. smegmatis es
susceptible.

Para M. chelonae, la Tobramicina es mas activa que la Amikacina in vitro; la
Claritromicina, Clofazimina, Ciprofloxacina y Doxiciclina, son los Unicos farmacos
orales con buenos resultados.

Para M. abscessus los unicos farmacos efectivos por via oral son Clofacimina y
Claritromicina y del tratamiento de enfermedades cutaneas causadas por M.
marinum, se recomienda Rifampicina y Etambutol, Estreptomicina (medianamente
susceptible); la especie presenta resistencia a Pirazinamida e Isoniazida.

M. malmoense es susceptible a Etambutol, Rifampicina y Estreptomicina.

Los aislados de M. simiae son resistentes a la primera linea de farmacos
antituberculosos y su respuesta a las quimioterapias es variable. Si la enfermedad es
diseminada o progresiva se recomienda el uso de 4 farmacos: Claritromicina,
Etambutol, Rifabutina y Estreptomicina.

M. szulgai es susceptible a Rifampicina y a grandes concentraciones de Isoniazida,
Estreptomicina y Etambutol.

Para M. xenopi la susceptibilidad a los farmacos es variable, pero mejora con una

combinacién de Rifampicina y Estreptomicina (2).

2.7. Preservacion
La preservacion por congelacion es la mas utilizada en las especies micobacterianas
y otras bacterias, si bien las células microbianas pueden ser dafladas durante la

congelacion y su subsiguiente descongelacion. Las células bacterianas pueden ser
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protegidas durante el congelamiento via la adicién de varios crioprotectores tales
como el glicerol y el DMSO (dimetil sulféxido). Las temperaturas de almacenamiento
son generalmente de —20, -70 y —80°C; aunque también a —140°C en nitr6geno

liguido en fase vapor, 0 a —196°C en nitrdgeno liquido fase liquida (1).

2.8. Aplicaciones

Las aplicaciones mas reconocidas que se le han dado a las micobacterias residen en
la produccién de la vacuna BCG (Bacillus Calmette Guérin), la cual se deriva de M.
bovis, y en la prueba de la tuberculina con proteina extraida de cultivos
micobacterianos. La tuberculina es utilizada en el diagnostico previo de reacciones
de hipersensibilidad en la piel o en la deteccion de infecciones previas o presentes
en los pacientes (15).

Las micobacterias son usadas en el area de biocatalisis en el desarrollo y
transformacion de reacciones, en las cuales se utiliza al microorganismo en si, 0 a
alguna de sus enzimas (15).

En el area de biotecnologia, un gran namero de aplicaciones comerciales son
utilizadas para la biotransformacion de esteroides el proceso contempla de una forma
o de otra (natural o sintética) la transformacion del ndcleo esteroidal o la degradacion
selectiva de algun lugar de la cadena de los esteroles naturales como el colesterol y
el [B-sitoesterol. Los productos formados pueden, subsecuentemente, ser
trasformados a esteroles activos farmacolégicamente. La degradacion del colesterol
por las micobacterias requiere de un largo periodo de tiempo y abarca degradaciones

simultaneas en la cadena y el nucleo esteroidal. La modificacion selectiva de alguno
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de los nucleos esteroidales en la cadena puede ser empleado para la inhibicion de
los procesos de biotransformacion, o para el uso de alguna mutacion; por ejemplo,
mutantes de M. fortuitum bloguean en varios pasos la degradacion del sitoesterol.
Otra aplicacion potencial de las micobacterias en el campo de la biocatélisis es la
produccién de epdxidos dpticamente activos de alquenos; estos compuestos también
pueden ser usados en compuestos farmacéuticos (15).

Por otro lado, las micobacterias que crecen en presencia de alquenos producen los
epoxidos: 1,2-epoxipropano, 1,2-epoxibutano y 2,4-epoxi-1-cloropropano, y una gran
cantidad de enantiomeros (15).

Otra area importante para el uso de las micobacterias es la biotecnologia ambiental,
en donde se emplean cepas de micobacterias para eliminar el clorovinilo del
desperdicio industrial de gases. También se sugiere el uso de micobacterias en
procesos de biorremediacion de sedimentos contaminados (15).

Una desventaja de las micobacterias en general es su lento crecimiento, lo cual se ve
reflejado en su baja actividad catalitica. Sin embargo, las micobacterias juegan un
papel importante por su capacidad biocatalitica y, ahora, con el desarrollo de la

genética molecular, puede potenciarse su aplicacion (15).
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I MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS

3.1. Grupo | clasificacién de Runyon

Mycobacterium kansasii

Es un bacilo &cido alcohol resistente indistinguible morfolégicamente de M.
tuberculosis, que se dispone en forma de cadena, de lento crecimiento y
fotocromogeno, que se aislé en 1953 y su temperatura 6ptima de desarrollo es de
37°C. Su habitat natural es el medio acuético, detectandosele en piscinas, depdsitos
de agua o en aguas residuales. En el agua corriente es capaz de sobrevivir durante
un afio (32) y se le ha aislado de biofilms, presentes en sistemas de aguas, con M.
avium, M. xenopi, M. gordonae y M. marinum (13).

Afecta principalmente a personas inmunodeprimidas, como los pacientes con SIDA,
trasplantados renales, lupus eritematoso sistémico, céanceres hematoldgicos,
vasculitis, dermatomiositis, leiomiosarcoma, tratados con corticoides sistémicos por
tiempo prolongado, etc. En el 72% de los pacientes existe algun trastorno
inmunodepresivo que favorece la aparicion y diseminacion de las lesiones; y en el
28% restante aparece en pacientes inmunocompetentes (32).

En estos casos el modo de infeccibn es a través de pequefios traumatismos
cutaneos, aunque existen casos de lesiones diseminadas en paciente
inmunocompetente asociado a tuberculide papulonecrotica (32).

El primer caso de lesiones cutaneas por esta micobacteria data de 1965 y, hasta

2001, se habian registrado 45 casos adicionales. Predomina en varones en torno a la
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guinta década de la vida y su principal manifestacion clinica es en forma de infeccion
pulmonar, sobre todo en pacientes con enfermedad respiratoria previa (32).

Otras formas de presentacion son la linfadenitis en nifios, meningitis, tendinitis,
sinovitis, infecciones oculares, artritis, empiema, osteomielitis, sindrome del tunel
carpiano e infecciones hepaticas o esplénicas (32).

La forma de presentacidon clinica es muy variada, al igual que sucede con otras
micobacterias y entre sus principales manifestaciones clinicas se han descrito
nbédulos, papulas, pustulas, Ulceras, celulitis, lesiones esporotricoide, etc., de caracter

generalmente indoloro (32).

Mycobacterium marinum

Este bacilo acido alcohol resistente fue descrito por primera vez en 1926, por
Aronson, en peces de agua salada de un acuario de Philadelphia (32).

En 1951 se aisl6 como patégeno humano en nadadores de una piscina en Suecia y
ha recibido también las denominaciones de Mycobacterium platypoecilus y
Mycobacterium balnei, aunque posteriormente se demostr6 que ambos términos
hacian referencia a una misma micobacteria (32).

Pertenece al grupo | de Runyon, de bacterias fotocromdgenas, crece a temperaturas
de 30-32°C en 5 a 14 dias (velocidad de crecimiento moderada), su habitat principal
es el agua de mar y la estancada y, entre los factores de riesgo, se encuentran las
actividades relacionadas con peces y agua dulce o salada contaminadas como los
acuarios, tanques de agua y piscinas. Se le puede hallar también en granulomas por

picadura de erizo (32).
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La puerta para su entrada suelen ser pequefas erosiones o traumatismos, si bien las
lesiones pueden desarrollarse después del contacto con agua contaminada, en
ausencia de algun trauma previo. En un tercio de los casos se le localiza en
extremidades, con mas frecuencia en las superiores, concretamente en dedos y la
cara posterior de las manos. En las extremidades inferiores, la rodilla y la regiéon
pretibial son los lugares mas afectados (32).

Puede presentarse en lesiones nodulares, esporotricoides o diseminadas. La
distribucién esporotricoide es la forma mas frecuente, sobre todo cuando la infeccion
es contraida por contagio en acuarios. Este patrén aparece en el 20-40% de todos
los pacientes (32).

La infeccion por M. marinum no suele cursar con sintomatologia sistémica, rara vez
puede producir sinovitis u osteomielitis y, en casos excepcionales, llega a
diseminarse. Tras un periodo de incubacion de 2 a 3 semanas, se forma una papula
0 pustula que evoluciona a una Ulcera costrosa 0 un absceso. Las lesiones suelen
ser autorresolutivas, cicatrizando en 1 a 3 afos; por lo tanto, dado que no se sabe
gué evolucion van a tener, es conveniente iniciar el tratamiento cuando se confirma el
diagndstico (32).

El diagnostico diferencial incluye, entre otros; al de esporotricosis, leishmaniasis,

tuberculosis cutanea, micosis o granulomas por cuerpo extrafio (32).
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3.2. Grupo ll clasificacion de Runyon

Mycobacterium szulgai

El nombre de szulgai se debe al microbiélogo polaco T. Szulga (33).

M. szulgai es una micobacteria de significado clinico que fue reconocido por los
lipidos de su pared celular por medio de cromatografia.

Son bacilos oblicuos, productores de colonias lisas o rugosas en un medio de base
de huevo en dos semanas a 37°C (33).

Es una micobacteria escotocromégena del grupo Il de Runyon descrita por primera
vez en 1972 sin que hoy dia esté aclarado su origen ambiental. Se trata de un
patdbgeno humano muy poco frecuente; en la literatura especializada, hasta el afio
2000, soOlo se habian identificado en una treintena de casos como causante de
enfermedad pulmonar en pacientes con afectacion previa en forma de enfermedad
cavitaria o fibrosis. Cursa como si fuera una tuberculosis convencional con infiltrados
en los I6bulos superiores o cavitacion (32).

A la escasez de casos pulmonares hay que afiadir la dermatoldgica, con tan sélo 5
casos descritos hasta el afio 2000. La mayor parte de casos descritos estan
asociados a inmunodepresion. Pueden presentarse en forma de papulas
eritematosas ocasionalmente ulceradas. Existen pacientes con infeccion por esta
micobacteria en forma de sindrome del tunel carpiano asociado a tenosinovitis,
osteomielitis o de queratitis tras cirugia ocular con Laser (32).

En contraste con otras micobacterias, este organismo es susceptible a los

medicamentos de primera y segunda linea.
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Mycobacterium gordonae

Bacilo gram-positivo, no moévil y moderadamente &cido alcohol resistente,
comunmente encontrado en la tapa de tinacos de agua y en el suelo.

M. gordonae fue denominado asi en honor de Ruth E. Gordon. Anteriormente, era
conocido como “bacilo del agua del grifo” y como Mycobacterium aquae (33).

M. gordonae es una micobacteria de crecimiento lento, que necesita 10 a 25 dias de
incubacion a 37°C. Las colonias son habitualmente redondas, lisas, convexas y
brillantes. Presentan una pigmentacion amarillo-naranja que se produce tanto en la
oscuridad como en presencia de luz, si bien con esta Ultima la coloraciéon es mas
intensa (33).

Existen muy pocos casos descritos de infeccion por esta micobacteria perteneciente
al grupo Il de Runyon que normalmente se considera contaminante, encontrandose
tan solo 21 casos hasta 1992, incluso en pacientes inmunodeprimidos o con
alteraciones en los estudios radiolégicos toracicos. Se considera no patdgena,
pudiendo encontrarse otras causas 0 agentes microbiol6gicos que expliquen estas
alteraciones (32).

Frecuentemente es encontrado como agente causal en esputo humano, y lavados
gastricos (33).

A pesar de su amplia distribucion, tanto en el suelo como en el agua, tampoco se han
descrito brotes epidémicos verdaderos con esta micobacteria, o que refleja su baja
patogenicidad. Si se han observado brotes pseudoepidémicos relacionados con el
empleo de medios Bactec contaminados, o por agua contaminada. Es necesario,

para que sea considerado patégeno, su aislamiento repetido en las muestras que se
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remiten para estudios de laboratorio, la presencia de colonias multiples en cada
medio de cultivo y de enfermedad clinica y/o histologia compatible con infeccién por
micobacterias y la erradicacion del microorganismo conforme mejora la situacion
clinica del paciente (32).

Algunos autores apoyan el hecho de su patogenicidad ante su aislamiento en
pacientes con infeccion pulmonar, lesiones cutdneas, peritonitis, endocarditis,
bacteriemia, o ileitis. En el caso de afectacién pulmonar esta es mas frecuente en
varones entre la quinta y octava década de la vida con enfermedad pulmonar previa,
localizdndose radiolégicamente a nivel de los I6bulos superiores. Muchos de estos
casos acaban por ser cronicos a pesar de los tratamientos (32).

Las lesiones que afectan a piel y tejidos blandos, son més frecuentes en mujeres
jovenes sin enfermedad de base, sin sintomas sistémicos asociados y con respuesta
favorable a los tratamientos. Suelen localizarse en sitios de traumatismos como las
extremidades y desde el punto de vista dermatoldgico cursan con papulas, placas,
nbédulos o ulceras (32).

Los siguientes criterios podrian ser Utiles para diagnosticar una verdadera infeccion
causada por M. gordonae: a) aislamientos multiples del microorganismo en muestras
clinicas del mismo origen o de otras localizaciones; b) la deteccion del
microorganismo en frotis 0 secciones histoldgicas; c¢) el crecimiento de éste en
diferentes medios de cultivo; d) la presencia de multiples colonias en cada medio de
cultivo; e) la presencia de enfermedad clinica o hallazgos histopatolégicos
consistentes con la etiologia micobacteriana y f) desaparicion del microorganismo de

las muestras bioldgicas tras la mejoria clinica.
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Existen sondas comerciales de acidos nucleicos, marcadas con esteres de acridina
complementarias del RNA ribosomico de M. gordonae, que permiten la identificacion
de las cepas en menos de una hora, con una sensibilidad y especificidad cercanas al
100% (3).

También es posible llegar a la identificacion mediante técnicas de cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) o de secuenciacién del gen 16S rRNA, pero no estan
al alcance de todos los laboratorios, y menos aun si hablamos de laboratorios
clinicos, debido a su complejidad o laboriosidad. Mas asequibles y rapidas resultan
las técnicas que analizan los patrones de bandas obtenidos mediante PCR-enzimas
de restriccion (PRA), o mediante tiras reactivas, recientemente comercializadas, que
permiten detectar la hibridacion del DNA biotinilado de la micobacteria con sondas

especificas inmovilizadas en la propia tira reactiva (25,7).

Mycobacterium scrofulaceum

Bacilos cortos o largos, filamentosos, acido-alcohol resistentes; su aislamiento fue
reportado en 1956 por Leed, como una micobacteria pigmentada a partir de nédulos
linfaticos cervicales de nifios. En 1957, Prissick y Masson propusieron el nombre de
M. scrofulaceum para este organismo, término derivado de escrofula que significa
linfadenitis tuberculosa.

Las colonias en agar suplementado con albumina y acido oleico, o en medio con
base de huevo, son usualmente lisas con una coloracion de amarillo a naranja en
siete 0 mas dias de incubacion a 37°C. Ocasionalmente las colonias suelen ser

rugosas y su temperatura 6ptima de crecimiento es a 35°C (33).
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En humanos es comun encontrarlo en secreciones, esputo y lavados gastricos; suele
ser un agente causal o estar presente en enfermedades pulmonares (33).

Figura como el segundo agente causal de linfadenopatias cervicales, precedido tan
s6lo por M. avium Intracellulare (33).

Esta micobacteria de crecimiento lento se encuentra en agua y en el tracto
respiratorio humano. Sus principales manifestaciones clinicas son linfadenitis cervical
en nifos y enfermedad pulmonar en adultos (32).

Suele presentarse en paciente de 3 afios de edad, siendo en menores de 5 afios el
80% de los casos. Existe una ligera preponderancia en mujeres y una predileccion
estacional en invierno y primavera (32).

Resulta fundamental, en el caso de la linfadenitis, saber si el germen causante es
M. tuberculosis o una micobacteria no tuberculosa, dado que el tratamiento en el
primer caso es la asociacion de cirugia y antibioterapia, ademas de las
consideraciones epidemioldgicas especificas que se derivan de dicha enfermedad;
por el contrario, de demostrarse una micobacteria no tuberculosa, el tratamiento es
fundamentalmente quirdrgico. Con mas probabilidad estaremos ante una linfadenitis
por micobacterias no tuberculosas en el caso de que la prueba de Mantoux sea
inferior a 15 mm, la radiografia de térax sea normal, la ausencia de exposicion ante
otro paciente con tuberculosis, la prueba de Mantoux negativa en los miembros
familiares y la edad del paciente menor de 4 afios (32).

Se manifiesta como un noédulo localizado preferentemente en la region yugular o

submandibular, unilateral, eritematoso o violaceo, que puede fistulizar en el 20% de
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los casos. El tono violaceo de la piel parece ser caracteristico de infeccién por
micobacterias no tuberculosas (32).

Es de caracter asintomatico o levemente doloroso y no se suele acompafar de
sintomas sistémicos (32).

De forma excepcional puede producir lesiones cutaneas en forma de papulopustulas
a través de traumatismos en dedos, asi como cuadros diseminados (32).

Este organismo también es aislado en ganglios linfaticos cervicales y
submandibulares e inguinales. En una paciente joven este organismo fue
considerado como el resultado de una infeccion vaginal.

Se ha asociado a sindrome de Sweet, lupus eritematoso sistémico, y osteomielitis

(32).

3.3. Grupo lll clasificacion de Runyon

Mycobacterium chelonae

El término chelonae hace referencia al género al que pertenece la tortuga marina
(Chelonia corticata) de donde fue aislado en el pulmoén por Bergey en 1923 (32).

Su temperatura de crecimiento Optima esta entre 28-32°C, y se constituye como el
patdbgeno mas importante del grupo Il de Runyon. Se encuentra en el agua y en el
suelo (32).

En pacientes trasplantados la infeccion se manifiesta en promedio a los 3.5 afios
después de haber recibido el trasplante. Se ha descrito en pacientes con dermatosis

como sindrome de Sweet y dermatomiositis (32).
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Los principales factores de riesgo para sufrir enfermedad cutanea por M. chelonae
chelonae son los traumatismos previos y los tratamientos con corticoides, también
se han descrito infecciones por catéteres peritoneales, intervenciones de
dacriocistorrinostomia, terapia con laser en miopia, liposucciones, con el uso de
violeta de genciana contaminado, en intervenciones de cirugia plastica, traumatismos
por el uso de lavaplatos, depilacion, inyecciones, uso de broncoscopios, heridas
superficiales, 0 en pacientes que tenian tortugas como mascotas. También existen
casos idiopéticos (32).

Ademas de la afectacion cutanea, que suele ser la principal manifestacion, esta
micobacteria se ha visto relacionada en casos de endocarditis tricuspidea, abscesos
tiroideos, linfadenitis, lesiones gingivales, queratitis (32).

El periodo de incubacion oscila entre 3 semanas y 6 meses. La principal presentacion
cutanea es la forma diseminada con 5 a 100 nddulos eritematosos circunscritos o con
tendencia a confluir en grandes masas con fistulas de drenaje multiples. También se
puede presentar como nddulos subcutaneos simulando lesiones vasculiticas. Se
suelen localizar en las regiones dorsales de las extremidades. Preferentemente
afectan las extremidades inferiores (32).

Las lesiones de mayor tamafio pueden ser dolorosas y son raros los sintomas
sistémicos. En raras ocasiones, puede precederse de afectacién pulmonar, o de
fiebre periddica (32).

La segunda forma de presentacion, en orden de frecuencia, es la celulitis localizada,
abscesos subcutaneos o la osteomielitis. La tercera forma es la relacionada con el

uso de catéteres (32).
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De no tratarse, las lesiones tienden a hacerse crénicas, y diseminarse en pacientes

inmunodeprimidos (32).

Mycobacterium haemophilum

Descrito por Sompolinsky y colaboradores en 1978 a partir de Ulceras cutaneas en un
paciente con enfermedad de Hodgkin. Pertenece al grupo Il de Runyon y requiere, a
diferencia del resto de micobacterias, la presencia de hemoglobina o hemina en los
medios de cultivo y una temperatura Optima entre 30 a 32°C. Para su aislamiento,
también se necesitan periodos que oscilan entre 14 a 28 dias. Estas dos
caracteristicas han propiciado que los trabajos publicados sean escasos (menos de
120 casos descritos en la literatura médica) (32).

Parece existir crecimiento en menor grado a temperaturas de 37°C precisando, en
este caso, periodos prolongados de incubacién, de forma similar a lo que ocurre con
otras especies de micobacterias no tuberculosas como M. marinum y M. ulcerans
(32).

En grandes series de pacientes estudiados, las formas de presentacion mas
frecuente son las lesiones cutaneas, seguidas de enfermedad pulmonar, artritis y
osteomielitis. La mayor parte de pacientes se encuentran inmunodeprimidos,
sometidos a trasplantes de médula 6sea, infeccion por VIH o cdnceres hematoldgicos
(32).

En el caso de SIDA, pueden producirse artritis sépticas poliarticulares, especialmente
con recuentos bajos de CD4. Otro grupo de riesgo son los nifios con linfadenitis

perihiliar y cervical (32).
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Las lesiones cutaneas suelen ser multiples y generalmente afectan a las
extremidades. Otras localizaciones menos frecuentes son la cara, abdomen, nalgas y
mamas. Se presentan en forma de papulas, pustulas, abscesos y Ulceras. También

se han descrito lesiones purpureas y anulares (32).

Mycobacterium fortuitum

Fue aislado en ranas por Kuster en 1905 (32).

Pertenece al grupo Il de Runyon y requiere una temperatura optima de 28°C para su
cultivo, apareciendo las primeras colonias de 3 a 7 dias. Se encuentra en el agua,
suelo, polvo y animales.

La puerta de entrada proviene de procedimientos quirargicos como la aplicacion de
catéteres, liposucciones, polipectomias, inyecciones epidurales, esternotomias,
extracciones dentarias, agujas de electromiografia, mamoplastias o implantacion de
prétesis mamarias de silicona, por lo que parece estar implicado material quirdrgico
contaminado. A veces, puede ser debido a la administracién de enemas.

La infeccion por VIH no parece incrementar el riesgo de infeccion. Las formas
diseminadas son poco frecuentes, describiéndose el primer caso a comienzos de la
década de 1990 en un paciente adicto a drogas por via parenteral y con SIDA.

Puede ocasionar un amplio espectro de enfermedades como endocarditis, meningitis,
neumonias, queratitis, fistulas perianales, linfadenitis, osteomielitis, tenosinovitis y
lesiones cutaneas. Estas Ultimas se pueden presentar como celulitis, abscesos,
nodulos o ulceras que drenan un material serosanguinolento o purulento con zonas

de necrosis subcutanea y linfadenopatias regionales. También puede presentarse
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como multiples lesiones papulopustulosas. Sin el tratamiento adecuado las

infecciones pueden persistir por periodos de 8 afios (32).

Mycobacterium avium-intracellulare

Pertenece al grupo Il de Runyon. Se trata de una micobacteria no tuberculosa de
distribuciéon universal que se aisla en agua, suelo, polvo doméstico y en diversos
animales como pajaros, ganado bovino y porcino. Es abundante en climas
templados, con aguas y terrenos acidos y pantanosos. Crece lentamente a 37°C (32).
Puede afectar a pacientes con sarcoidosis sistémica o leucemia. La infeccion suele
contraerse por via respiratoria, siendo la enfermedad pulmonar cronica la forma mas
frecuente de presentacion (32).

En Estados Unidos esta considerada la micobacteria no tuberculosa que causa con
mas frecuencia, enfermedad pulmonar en pacientes no afectados por el VIH. En
pacientes con SIDA se presenta de forma diseminada en recuentos inferiores a 100
CD4/mL.

La afectacion cutdnea es poco frecuente. Existen tres formas de presentacion que
incluyen; Ulceras o nodulos subcutaneos aislados producidos por inoculacién
traumatica en tronco o extremidades; linfadenitis cervical que puede evolucionar a un
absceso cutaneo y mdltiples nddulos o Ulceras en casos diseminados. En estos
ultimos, se observa la presencia de fiebre, adelgazamiento, anorexia, dolor 6seo y
abdominal, diarrea, linfadenopatias y esplenomegalia, detectandose en los

hemocultivos en medios especiales en mas del 90% de los casos. También se puede
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diagnosticar mediante el cultivo del aspirado de médula 6sea o por el estudio de la
biopsia cutanea (32).

Se atribuye a estas micobacterias el 80% de los casos de linfadenitis y el 20%
restante a M. scrofulaceum. También puede simular lesiones de sarcoidosis cutanea

(32).

Mycobacterium ulcerans

Bacilos moderadamente largos, su crecimiento se evidencia en medio a base de
huevo después de cuatro semanas de incubacion de 30 a 33°C, con colonias
transparentes, las cuales al inicio son convexas y lisas, con un contorno irregular, y
superficie rugosa amarilla. Forman cordones en agar con acido oleico y albumina
(33).

Hay abundante crecimiento en temperaturas de 30 a 33°C, pero, poco crecimiento a
25°C y es muy inusual que crezca a 37°C (33).

El primer caso confirmado fue publicado en 1948 por MacCallum y colaboradores en
Australia. Si bien, los primeros casos fueron descritos en 1897 por Sir Albert Cook en
Uganda, no fueron publicados en revistas médicas. En dicho pais, existe una zona
endémica donde se han descrito gran cantidad de casos en los afios 1950, de donde
toma el sobrenombre de «Ulcera de Buruli». Suele encontrarse en zonas préoximas a
los rios 0 en aguas estancadas; por ello, afecta, en la mayor parte de los casos, a la
poblacién rural de paises tropicales o subtropicales. Se han descrito también casos

esporadicos en Europa (32).
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El microorganismo causante crece mejor a temperaturas de 30 a 32°C, y produce
una toxina denominada micolactona, que es responsable de la destruccion tisular.
Suele afectar principalmente a nifios y adolescentes. Se transmite a partir de heridas
0 picaduras de insectos, su localizacibn mas frecuente, es en las extremidades
inferiores. Se desconoce el modo de transmisidén, pero parece que podrian estar
implicados ciertos insectos acuaticos de las especies Naucoris y Dyplonychus.

El periodo de incubacion es aproximadamente de 2 meses, a partir de los cuales, se
desarrolla en la puerta de entrada, un nédulo asintomético o pruriginoso de 1 a 2 cm
de diametro, que evoluciona a una ulcera indolente de crecimiento lento y progresivo
qgue no se suele acompafarse de sintomas sistémicos (32).

No hay presencia de células gigantes, en humanos no presenta reacciones
inflamatorias pero hay areas con necrosis lipidica y tejido dafiado (33).

También existen lesiones tipo papular, formacion de placas o forma edematosas. En
ocasiones, pueden desarrollarse osteomielitis u osteitis subyacentes (32).

Existen casos de afectacién diseminada, descritos en pacientes infectados por el
VIH. Como datos clinico-epidemiolégicos que pueden orientar a su diagndstico figura
el hecho de que el paciente viva o0 haya viajado a zonas endémicas, que sea menor
de 15 afos de edad y que la lesién esté localizada en las extremidades inferiores
(32).

Sin aplicar ningun tratamiento, las lesiones suelen ser autorresolutivas en un plazo
de 3 a 6 meses, pero a costa de dejar secuelas irreversibles con formacion de

cicatrices retractiles y contracturas (32).
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Mycobacterium abscessus

Se encuentra ampliamente distribuido, puede ser aislada del suelo, polvo y agua.
Presenta resistencia a los métodos de esterilizacion y desinfeccion, por lo que puede
verse implicado en brotes de infecciones nosocomiales (32).

En la mayor parte de los casos descritos en seres humanos se adquiere por la
inoculacién ante traumatismos accidentales, intervenciones quirdrgicas o inyecciones
(32).

La identificacién y diferenciacion de las especies de M. chelonae y M. abscessus,
tiene poca relevancia a la hora de diferenciar cuadros clinicos, puesto que estos son
muy parecidos, con la excepcion de que un 90% de las enfermedades pulmonares
son producidas por M. abscessus y que la mayor parte las infecciones cutaneas

diseminadas estan provocadas por M. chelonae (32).

Mycobacterium xenopi

El nombre de xenopi se debe al término Xenopus, un género de la familia de los
sapos. Primero se aislé de un granuloma en piel del sapo Xenopus lavéis (33).

Son bacilos largos, cuyo inoculo diluido en un medio con base de huevo produce
colonias no pigmentadas después de catorce dias o mas de incubacién a 37°C
algunas colonias llegan a ser amarillas. En agar Middlebrook 7H10 las colonias son
caracteristicas de un centro compacto rodeado por un borde que al microscopio
resulta evidentemente filamentoso en la superficie del medio (33).

Las colonias se adhieren al medio por un botén que crece hacia dentro. Su desarrollo

optimo, es de 40 a 45°C (33).

49



Es de gran importancia reconocer si se trata de una infeccion por M. xenopi, y
distinguirlo entre las micobacterias no fotocromogenas y escotocromdgenas. Este
microorganismo se encuentra clasificado dentro del grupo no fotocromégeno, pero
usualmente en el primo cultivo aparece como una micobacteria escotocromégena.
Una caracteristica diferencial de este microorganismo con otras micobacterias
escotocromoégenas, es la morfologia que M. xenopi presenta. Ocasionalmente se le
asocia con enfermedades crénicas de pulmon, pero es frecuente que sea aislada de

secreciones humanas asociadas a la enfermedad (33).

Mycobacterium farcinogenes

Un numero de microorganismos aislados de lesiones de muermo fueron designados
dentro del género Nocardia farcinica. Posteriormente, Chamoiseau establecié que
estas lesiones eran ocasionadas en bovinos africanos por microorganismos que
correspondian al género Micobacterium, basandose en las caracteristicas lipidicas.
Al mismo tiempo que es propuesto el término M. farcinogenes con dos subespecies,
tchadense y senegalense. Subsecuentemente en base a las marcadas diferencias en
tiempo de crecimiento, actividad metabdlica, composicion lipidica y homologia en
DNA, Chamoiseau concluyé que se trataba de dos especies diferentes
denominandolas M. farcinogenes y M. senegalense. Caracterizadas por ser
fuertemente acido alcohol resistentes, productoras de colonias rugosas amarillas
después de 15 a 20 dias de incubacion, en medio a base de huevo, muy adheridas al

medio y con un halo iridiscente alrededor (33).
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Aislado de lesiones en bovinos africanos. Al ser Inoculada por via subcutanea en
cobayos, produce abscesos que drenan después de ocho dias en la cual, la
cicatrizacion es lenta. Seis a siete dias después de una aplicacion intraperitoneal en
cobayos hay abscesos, vesiculas en peritoneo y visceras. Los animales mueren

después de una infeccién prolongada (33).

Mycobacterium phelei

Bacilos cortos de 1 a 2 um, acido-alcohol-resistentes en cultivos jévenes, y después
de 5 a 7 dias se tifien del 5-100%. Las colonias en un medio a base de huevo son
rugosas, de pigmentacion amarilla a naranja después de 2 a 5 dias de incubacion, en
pocos cultivos suelen ser lisas. Si se suplementa el medio con albumina y acido
oleico hay colonias rugosas, lisas, granulares, forman cordones irregulares, su
crecimiento esta entre los 22 y 55°C (33).

Este microorganismo no es patdgeno para ratones, ratas, cobayos, conejos, pollos,
ranas Yy carpas (33).

Se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza especialmente en el heno y

en la hierba (33).
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M. thermorresistibile,

M. thermorresistibile, nombrada asi debido a la resistencia que presenta a
temperaturas elevadas. Es posible un crecimiento lento en un primer aislamiento,
pero en un subcultivo en medio a base de huevo, el crecimiento presenta colonias
lisas y rugosas, amarillas, que aparecen de 3 a 5 dias (33).

Este microorganismo no suele ser patdgeno para los seres humanos. Sin embargo,

se le ha podido encontrar en muestras clinicas (esputo) (33).
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3.4. DIAGNOSTICO DE MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS.

Diagnostico clinico

Para el diagnostico de enfermedad pulmonar producida por micobacterias no
tuberculosas, se recomienda utilizar los criterios recientemente revisados por la
American Thoracic Society (ATS), basados en los datos clinicos, radiolégicos y
bacteriolégicos:

1. Hallazgos clinicos:

a) Sintomas y signos compatibles (tos, fiebre, perdida de peso, hemoptisis, disnea)
con deterioro del estado clinico.

b) Exclusién de enfermedades o tratamientos de otras patologias que pudieran
producir un deterioro clinico.

2. Radioldgicos:

— En radiografia simple de térax:

a) Infiltrados con o sin nédulos.

b) Cavitacion.

c¢) Nodulos unicos o multiples.

— En tomografia computarizada de alta resolucion del torax:

a) Nodulos multiples de tamafio pequefio.

b) Bronquiectasias multifocales con o sin pequefos nédulos pulmonares.

3. Bacterioldgicos. Siempre que se cumpla uno o mas de los siguientes apartados:

a) Siempre que se puedan obtener, al menos, 3 muestras de esputo o lavado

broncoalveolar (LBA) en un afio:
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Tres cultivos positivos con baciloscopias negativas, 6 2 cultivos positivos y una
baciloscopia positiva.

b) Ante la incapacidad de obtener esputos, un lavado bronqueoalveolar (LBA):

— Con cultivo positivo (2+, 3+, 4+), 6 cultivo positivo con una baciloscopia positiva
(2+, 3+, 4+).

C) Biopsia:

— Cualquier crecimiento en los cultivos de muestras obtenidas a partir de biopsias
broncopulmonares.

— Granulomas y/o vision de bacilos &cido-alcohol resistentes en una biopsia pulmonar
con uno o0 mas cultivos positivos de esputo o LBA.

— Cualquier crecimiento obtenido de muestras extrapulmonares estériles.

En pacientes inmunodeprimidos se aceptan los mismos criterios, con excepcion de

considerar con valor diagnéstico, un cultivo positivo con crecimiento de 1+ 0 mas.

Diagnostico de laboratorio.

Obtencion de la muestra.

Las micobacterias pueden aislarse de esputo, orina, sangre y LCR, de biopsias de
tejidos incluyendo higado, médula 6sea y nédulos linfaticos (18).

Los resultados de los cultivos pueden variar, ser positivos un dia y negativos otro, por
lo cual, se deben recolectar por la mafiana tres muestras de origen pulmonar o renal
(18).

Siempre gque se practique una biopsia debera remitirse un fragmento al servicio de

patologia, teniendo en cuenta que para el laboratorio de microbiologia la muestra
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debe enviarse sin fijadores, ni conservadores, aunque puede humedecerse, si es
necesario, en agua destilada. No conviene emplear suero salino, dado que las
micobacterias no tuberculosas son sensibles a este medio, ni agua del grifo por la
presencia de micobacterias saprofitas y, por lo tanto, pueden dar falsos positivos. En
las lesiones cutdneas se debe limpiar con alcohol antes de aspirar la muestra debajo
del borde de la lesion (32).

El transporte rapido al laboratorio, es fundamental para evitar el sobrecrecimiento de
flora acompafante, por lo que la conservacion debera hacerse a 4°C, si se retrasa la
entrega mas de 1 h (excepto muestras de sangre) (32).

Bioseguridad

Los estudios se realizan en una cabina de seguridad microbioldgica clase ll, en una
habitaciébn con presiébn de aire ligeramente negativa, y un extractor exterior. El
personal debera portar gorra, bata, mascarilla y guantes (18).

En todas las areas de trabajo, se deben instalar recipientes conteniendo
desinfectantes; como mezclas fendlico-jabonosas que emplean o-fenilfenol u otros
derivados fendlicos, con periodos de contacto de 10 a 30 minutos; formaldehido, al 3-
8%:; glutaraldehido alcalino al 2%; fenol al 5-10% (18).

Descontaminacion

Se utiliza hidroxido de sodio al 3 60 4%, &cido oxalico al 5%. Aunque existen
descontaminantes suaves como fosfato trisodico solo o combinado con cloruro de
benzalconio (18).

Para satisfacer la necesidad de recuperar micobacterias para las pruebas de

sensibilidad, se recomienda emplear una soluciéon de NaOH al 2% y N-acetil-cisteina
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(NALC), que actia como agente mucolitico, sin actividad antibacteriana, que licua el
moco rompiendo los puentes disulfuro. Posteriormente, las micobacterias se pueden
recuperar por centrifugacion. Una ventaja que proporciona este procedimiento es que
se puede adicionar un amortiguador de fosfatos, el cual sirve para lavar el
espécimen, diluir las sustancias toxicas y disminuir el peso especifico de la muestra,
con lo que la centrifugacién es més efectiva (18).

Es necesario eliminar de las muestras los microorganismos contaminantes que
interfieren en la recuperacion de las micobacterias, asi como conseguir la
licuefaccion de los restos organicos, para que los agentes descontaminantes puedan
destruir las bacterias no deseadas, las micobacterias son mas resistentes a los
acidos y bases fuertes, lo que permite utilizar estas técnicas de digestion-
descontaminacién. Sin embargo, pueden dar lugar a falsos negativos (exceso de
descontaminacién) o a un numero elevado de contaminaciones (por defecto de
descontaminacion).

Se acepta un indice de contaminacion en medios sélidos entre un 3 a 5%, y para
medios liquidos depende del sistema utilizado (32).

Los métodos de digestién-descontaminacién mas usados son los de Petroff (NaOH
4%), Taquet y Tison (laurilsulfato sddico 3% y NaOH 1%) y Kubica (N-acetil-L-
cisteina 'y NaOH) (32).

Centrifugacion

Los lipidos tienen la caracteristica de hacer muy bajo el peso especifico del

microorganismo, por lo que el peso especifico de la suspension debe mantenerse tan
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bajo como sea posible. De forma correspondiente, la fuerza centrifuga debe ser tan
alta como resulte practico (18).

Temperatura de incubacion

Diferentes especies con significado clinico, pueden demostrar variacibn en su
crecimiento de acuerdo a la temperatura a la cual se esta desarrollando (18).

Las especies que tienen predileccion por la piel, como M. marium, M. ulcerans y
M. haemophilum, crecen mejor a la temperatura de la piel 30 a 32°C y muy
pobremente a 37°C. M. tuberculosis crece mejor a 37°C. M. xenopi, que no infecta a
humanos crece mejor a 42°C, al igual que M. avium pues esa es la temperatura del
cuerpo de las aves (18).

Las micobacterias crecen mejor a una atmésfera con 3 al 11% de CO..

M. szulgai no encuadra en la clasificacion de Runyon debido a que es
escotocromégeno cuando se incuba a 37°C y fotocromogeno se hace a 22 a 24°C
(18).

Crecimiento lineal

Fisher y cols, en 1951 fueron los primeros en descubrir el crecimiento lineal de las
micobacterias empleando M. tuberculosis. Bajo ciertas circunstancias, en que la
micobacteria se divide por fusiébn binaria y hasta que presenta un crecimiento
exponencial. Sin embargo, cuando las micobacterias son cultivadas en medio liquido
y se afiade Tween 80 al inicio del crecimiento exponencial, sigue un crecimiento
lineal, en el cual, el nUmero de bacilos aumenta en un tiempo constante (36).

Fisher y cols, y Fisher y Kirchheimer opinan que este crecimiento peculiar es unico

de micobacterias. Este incremento en el nUmero de bacilos es muy lento cuando se
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compara al obtenido por crecimiento exponencial lo que demuestra el lento
crecimiento de las micobacterias (36).

Volk y Myrvik en 1953 mencionaron que el crecimiento lineal no era una manera
peculiar de crecimiento, ya que solo es una consecuencia de la privacion de oxigeno.
Estos autores demostraron que los mismos cultivos con crecimiento lineal cuando
eran oxigenados (por agitacion constante), el crecimiento cambia de lineal a
exponencial. Por esto, en el caso de bacilos tuberculosos, la atmésfera de oxigeno
es esencial para el crecimiento. Cuando la cantidad de oxigeno es menor a la minima
necesaria, los bacilos detienen el crecimiento y el crecimiento lineal se presenta en

las micobacterias o en otras bacterias en las cuales les falta algin nutrimento (36).

3.5. Pruebas para la identificacion bioguimica

Acumulacién de niacina

Todas las micobacterias forman niacina como un derivado metabdlico, pero la mayor
parte de las especies, poseen una enzima que convierte la niacina libre en
ribonucleotido de niacina (18).

M. tuberculosis y algunas subespecies de M. chelonae y M. simiae no pueden
metabolizar la niacina, solo acumularla (10).

El acido nicotinico reacciona con bromuro de cianégeno en presencia de una amina
(anilina) para formar un compuesto amarillo (18).

Hasta hoy, es bien sabida la gran utilidad que representa la prueba de niacina en la

identificacion de micobacterias patégenas. Desde el inicio de esta prueba por el
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método de Konno en el cual la anilina y el bromuro de cianégeno eran utilizados,
hasta las modificaciones realizadas por Runyon y cols; algunos otros métodos se han
ido introduciendo a lo largo del tiempo obteniéndose ventajas en cada uno de ellos.
La bencidina y toluidina también han sido utilizadas, y los resultados se han
comparado con los de otros investigadores. Una ventaja fundamental de este método
son los colores que se pueden apreciar después de realizar la prueba, por ejemplo la
bencidina y toluidina presentan un color rosa o rojo coral, comparado con el amarillo
gue se da en la prueba de anilina (23).

Ya que el principal reactivo de esta prueba es el bromuro de ciandgeno, este
compuesto quimico presenta un gran peligro si no es utilizado con precaucion, por lo
cual, el uso de una mascarilla protectora es indispensable para la realizacion de esta
prueba (23).

La niacina (4cido nicotinico) es un producto del metabolismo de la biosintesis del
glicerol y el &cido aspartico, por todo el género Mycobacterium. Sin embargo, algunas
especies (entre ellas M. tuberculosis y algunas cepas de M. bovis) carecen de la
enzima responsable de degradar este compuesto hasta el complejo ribonucleétido-
niacina, por lo que lo acumulan en el medio de cultivo como un compuesto soluble en

agua (19).

Reduccién de nitratos a nitritos.

La presencia de la enzima nitrorreductasa constituye una caracteristica diferencial,

las micobacterias con esta enzima catalizan la reaccion:
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NO; + 2 e +H,— NO3 + H,0.

La presencia de nitrito en la prueba es detectada por el agregado de los reactivos
sulfanilamida y n-naftiletilenediamina. Se forma un color rojo diazonio (18).

La reduccién del nitrato (NO3) en nitrito (NO,) y en gas nitrégeno, tiene lugar
generalmente en condiciones anaerdbicas, en las cuales un organismo obtiene su
oxigeno del nitrato. El oxigeno sirve como aceptor de H* y la mayoria de las bacterias
aerobias sélo pueden reducir el nitrato en ausencia de oxigeno, en la reduccion del
nitrato, los citocromos bacterianos transportan electrones a moléculas aceptoras
especificas (18).

Los nitritos presentes en el medio se detectan al agregar sulfanilamida y a-
naftilendiamina a pH é&cido, esto da la formacion de un color rojo debido a una sal de

diazonio (36).

Actividad catalasa
La mayor parte de las micobacterias producen la enzima catalasa, pero varian en la
cantidad producida. Ademas, algunas formas de catalasa son inactivadas por

calentamiento a 68°C durante 20 minutos y otras son estables (18).

Los microorganismos productores de la enzima catalasa tienen la capacidad de
descomponer el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno libre:

2H,0— 2H,0 +0O..
La prueba de la catalasa micobacteriana difiere de la usada para detectar catalasa en

otros tipos de bacterias porque se usa un 30% de peroxido de hidrogeno en una
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solucién detergente fuerte (Tween 80 al 10%) en lugar de la usual al 3%. El
detergente ayuda a dispersar las micobacterias conglomeradas, hidréfobas de los
agregados de bacilos individuales (18).

Long, E. R puntualiza que Hahn en 1897 es el primero en describir la actividad de la
catalasa en las micobacterias y que en medio de Middlebrook, puede estar ausente
en ciertas mutantes de bacilos tuberculosos resistentes a la Isoniazida.

También sucede algo parecido en M. kansasii, que demuestra tener datos un poco
imprecisos en la actividad en aquellas bacterias que se agrupaban en el medio en
forma de racimos, mas aun que por el calor que se usaba para la prueba
semicuantitativa.

Para la observacion de esta enzima en micobacterias se procede de dos formas una
es determinar si la enzima es termoestable o no y la catalasa semi cuantitativa, que
significa medir la columna de burbujas que se producen. Ademas, sirve para
identificar cepas resistentes a Isoniacida (INH), ya que se conoce que una delecion
del gen responsable de la catalasa (katG) suele implicar la adquisicion de resistencia

a este antifimico.

Inhibicion del crecimiento por hidracida del tiofeno-2-carboxilico

La inhibicion del crecimiento por la hidracida del acido Tiofén-2-carboxilico (ToH), es
una prueba util para distinguir entre M. bovis y M. tuberculosis. Este compuesto
inhibe el crecimiento de M. bovis sin afectar el crecimiento de M. tuberculosis a

concentraciones de 5 pyg/mL en el medio de cultivo (36; 10).
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Hidrolisis del Tween 80.

Ciertas micobacterias poseen una lipasa que divide el Tween 80 en acido oléico y
sorbitol polioxietilado, lo cual modifica las caracteristicas 6pticas de la solucion de un
amarillo pajizo (producido por el paso de la luz a través de la solucion del Tween
intacto) a rosado. ElI cambio de color indica la hidrdlisis o destruccién de la molécula
del Tween 80 (36).

Esta prueba sirve para identificar M. kansasii que puede producir resultado positivo
en apenas 3 a 6 horas, y en la diferenciacion entre M. gordonae (+) y M.

scrofulaceum (-) en la prueba estandar de 10 dias (18).

Prueba de arilsulfatasa

Utilizada para identificar microorganismos del complejo M. fortuitum-chelonei (18).

La arilsulfatasa es una enzima que actla sobre la sal tripotasica del disulfuro de
fenolftaleina, dando fenolftaleina libre. El desarrollo de color parpura indica resultado

positivo (18).

Pirazinamidasa.
La deaminacion de la pirazinamidasa a &cido pirazinoico en 4 dias es una
caracteristica fisiologica atil mediante la cual M. marium (+) puede diferenciarse de

M. kansasii (-) (18).
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Reduccioén de telurito

M. terrae y M. xenopi pueden reducir el telurito de potasio en un tiempo mayor a 5
dias (18).

Las micobacterias reducen las sales de telurio a telurio metalico; por intermedio de la
telurito reductasa (forma soluble), que actia como un aceptor artificial de electrones y

se reduce a telurio metalico de color negro (18).

Actividad de la ureasa

El sustrato urea es una diamina del acido carbodnico, a la que frecuentemente se
denomina carbamida. La hidrolisis de la urea es catalizada por la ureasa, la cual es
una enzima importante vinculada con la descomposicion de los compuestos
organicos. La ureasa es considerada una enzima constitutiva dada que es sintetizada
por ciertas bacterias sin tener en cuenta la presencia o ausencia de su sustrato, la
urea. Esta prueba determina la capacidad de un organismo de hidrolizar la urea,
formando dos moléculas de amoniaco que hacen que el medio se alcalinice y por

consiguiente que se pueda detectar con un indicador acido-base (31).

Crecimiento en agar MacConkey

Los miembros del complejo M. fortuitum-chelonei, son capaces de crecer en agar de

MacConkey, el cual no contiene cristal violeta (18, 20).
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Tolerancia al 5% de cloruro de sodio
De las bacterias de crecimiento lento, solo M. triviali crece, y de las micobacterias de
crecimiento rapido solo M. chelonei subespecie chelonei no crece en presencia de

cloruro de sodio al 5% (18; 8).

Acido p-nitrobenzoico (PNBA)
El crecimiento en un medio que contenga PNBA es Util para diferenciar el complejo

MTB (M. tuberculosis) que no crece de las MNT que si lo hacen (10).

Captacién de hierro
La capacidad de captacion de hierro de un reactivo que contiene hierro inorgénico,

ayuda a diferenciar M. fortuitum y M. phelei (+) de M. chelonei (-) (18).

3.6. Analisis cromatogréfico

Debido a la importante constitucion lipidica de las micobacterias (20 a 40% de su
peso seco), el estudio de estos lipidos mediante diferentes sistemas (cromatografia
de capa fina, cromatografia de gases y cromatografia de alta resolucion HPLC) ha
proporcionado una excelente via de identificacion (32).

La cromatografia de gas liquido usa gas hidrégeno en la fase movil y liquido en la
fase estacionaria, para la identificacion de MNT (10).

La columna de HPLC separa por cromatografia el éster p-bromofenacilo derivado de
los acidos micdlicos extraidos por saponificacion de las micobacterias con una

sensibilidad del 99.8% como MTB, M. bovis, M. marinum, M. gastri, M. kansasii,
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M. szulgai, M. gordonae y M. asiaticum. No obstante, aunque la técnica es rapida son
necesarios 1x10° organismos para el andlisis, por ello el uso de esta técnica se
aplica solo para algunas muestras. La técnica de HPLC puede distinguir entre el BCG
de otros miembros del complejo MTB, pero no puede separar M. avium de
M. intracellulare, lo cual solo se realiza por métodos moleculares (10).

Son técnicas rapidas (menos de 2 h), pero son técnicamente complejas y requieren

una infraestructura muy cara, por lo que se usan en laboratorios de referencia (32).

3.7. Analisis quimico de la pared celular micobacteriana

Acidos micolicos

Los &cidos micodlicos son de un gran peso molecular, los &cidos grasos con un
alcohol en la posicion 3 sustituidos en el carbono 2 con una cadena alifética, la masa
molecular de este acido varia dependiendo el nimero de carbonos que puede ser de
60 a 90. La pirdlisis de los ésteres metilicos de los acidos micdlicos produce largas
cadenas de meroaldehidos y &cidos grasos con ésteres metilicos con cadenas de 22
a 26 atomos de carbono. Este método es muy usado para la separacion de géneros
gue contienen acidos micélicos y poder separa entre el género Tsukamurella y
Mycobacterium (15).

Los metanolisados de los acidos micolicos son de utilidad y se basan en la presencia
0 ausencia de grupos funcionales en la cadena de atomos de carbono, en base a las
caracteristicas polares de estos grupos y con un método de cromatografia en capa

fina (TLC) (15).
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Cinco tipos diferentes de acidos a-micolicos en la cadena son identificados vy
separados usando TLC argéntica, cromatografia de gases y espectroscopia de
masas. Estos 4cidos son:

e dicilopropanoilos

e monociclopropanoil monoeico

e dienoico, y

e dienoico metilado.
Los acidos a-micdlicos generalmente contienen solo uno o dos enlaces dobles con

algun grupo ciclopropanoilo (15).

3.8. METODOS GENETICOS

Se estima que el tamafio del genoma micobacteriano varia de 3 a 5.5 X10° daltons,
en comparacion con el genoma de E. coli el cual tiene 2.5 X10° daltons (15).

La identificacion genotipica parece ser la mejor alternativa para una rapida
identificacion. Sus principales ventajas consisten en una aplicacion universal en
todos los aislamientos, deteccidn directa en la muestra, reconocimiento preliminar de
nuevos taxones, identificaciéon en especies de dificil cultivo, gran seguridad biolégica
y una adecuada relacion costo-beneficio (32).

Identificaciéon de micobacterias con la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es un método que fue descubierto en
1983 por el cientifico estadounidense Kary B. Mullis lo cual le valié el premio nobel de

guimica en 1993, esta técnica dejo grandes avances en biologia molecular, ya que
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esto hace posible, la sintesis de grandes cantidades de un segmento especifico de
ADN, de esta forma se consigue copiar millones de veces y en un par de horas el
fragmento a sintetizar. El sustrato puede provenir de muestras clinicas como tejidos,
semen, lavados bronquiales, exudados, raices de cabello o cejas, sangre, etc. (28).
El PCR es un método de biologia molecular de sintesis in vitro de ADN, altamente,
especifico, rapido, sensible y verséatil. Por el cual, un segmento especifico de éste,
es amplificado al ser delimitado por un par de cebadores. Esto se logra de forma
exponencial a través de ciclos repetidos en diferentes periodos de tiempo y
temperatura., obteniéndose asi millones de copias de la secuencia deseada (28).

La reaccion consta, por lo regular, de casi treinta ciclos repetitivos, conformados cada
uno de tres pasos. El primero de ellos consiste en la ruptura de los puentes de
hidrogeno del ADN para desnaturalizarlo. Esto se logra incubando el ADN a una
temperatura cercana a 95°C, por minuto. En el segundo paso ocurre la hibridacion
de las cadenas desnaturalizadas del ADN blanco con los denominados cebadores o
iniciadores (ADN sintético de hebra sencilla) a una temperatura que facilite el
apareamiento de las bases nitrogenadas complementarias de ambos ADNs. La
temperatura empleada, depende de la temperatura de fusion de los iniciadores, la
gue varia entre 50 y 60°C; y finalmente la extension de la cadena con el empleo de la
polimerasa. Paso en el que se extiende la longitud de los cebadores, afladiendo los
diferentes nucleotidos conforme a la cadena molde.

Requisitos para realizar una PCR

Para efectuar la PCR se realiza una mezcla en un tubo de ADN con la secuencia a

amplificar, los cebadores o iniciadores, que se alinearan a la cadena sencilla de ADN,
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cuatro desoxirribonucleosidos trifosfatados; dATP, dGTP dCTP y dTTP (dNTPs),
amortiguador de la reaccion y la enzima ADN polimerasa termoestable.

Los cebadores; tendran de preferencia una longitud de 18 y 30 nucle6tidos, con un
contenido de G y C de 40 y 75% y su concentracion estara entre 0.1 y 0.5 puM.
Deberan de carecer de estructuras secundarias, asi como de complementariedad
entre si, a estos se adicionan los cuatro dNTPs, cuya variacion en su concentracion
afecta la especificidad de la reaccién. Concentraciones altas disminuyen la fidelidad
con la que la polimerasa trabaja, llegando incluso a inhibir su actividad; los dNTPs
pueden captar iones de magnesio por lo que las concentraciones de ambos deben
llevar cierta relacién siendo la concentracién de Mg®* 0.5 a 1.0 mM superior a la
concentracion de dNTPs. Entre los adyuvantes que generalmente aumentan la
especificidad de la reaccion estan DMSO, afiadido para disminuir la estructura
secundaria del ADN; Triton X-100, Tween 20, usados para estabilidad de la enzima y
polietilenglicol, glicerol, formamida y seroalbumina bovina, que, aunque son
importantes se puede prescindir de ellos, el ion Magnesio o el Manganeso son
importantes, ya que el MgCl, interviene en el rendimiento y la especificidad de la
reaccion. En general concentraciones insuficientes de Mg™ dan lugar a baja
eficiencia en la reaccién, en tanto que a altas concentraciones de este, genera una
pobre especificidad en la reaccion (17).

El diagnostico convencional de las micobacterias tiene como desventaja la baja
sensibilidad y especificidad del analisis microscopico, su limite inferior de deteccion

es de 10 bacilos por mL de muestra, y el lento crecimiento de las micobacterias. Sin
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embargo, la PCR permite la identificacion rapida y especifica con un limite inferior de
deteccion de 1a100 bacilos por mL de muestra.

Entre los métodos de descontaminacion hasta el protocolo estandar de NaOH-N-
acetilcisteina y el protocolo del lauril sulfato de sodio. La ruptura celular puede
hacerse por un tratamiento térmico, mecénico o mixto.

Los productos de la PCR pueden visualizarse por la hibridacion del producto
amplificado con una sonda especifica de acido nucleico y deteccién colorimétrica por
electroforesis en gel de poliacrilamida y electroforesis en gel de agarosa con
bromuro de etidio.

Como consecuencia del incremento en el nimero de micobacterias oportunistas
patégenas, se ha hecho necesaria la aplicacion de esta metodologia, con el objeto de
realizar un diagnostico definitivo. Procedimiento que es acompafiado de la
secuenciacion directa del 16S ADNr amplificado (figuras 6-9). Considerada una
metodologia rapida, que permiten obtener resultados de identificacion definitivos y no
ambiguos (17).

Es necesario considerar que existen otros blancos que pueden ser amplificados. Sin
embargo, 16S ADNr permite la identificacion a nivel de especie, al ser portador de
regiones hipervariables, que permiten realizar una diferenciacién no solo a nivel de

las especies relacionadas.
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4. METODO EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAL Y METODOS PARA PRUEBAS BIOQUIMICAS
Material biolégico: se estudiaron 34 cepas provenientes de 34 muestras clinicas de
pacientes pediatricos del Instituto Nacional de Pediatria de México. Las muestras

estudiadas, incluyeron: lavado gastrico, expectoracion, orina y autopsia (ver tabla 3).

Tabla 3. Procedencia de las 33 muestras obtenidas para el estudio, de una muestra se ignora la procedencia a nivel clinico.

CLASE DE MUESTRA BIOLOGICA TOTAL DE MUESTRAS
Lavado gastrico 11

Expectoracion 1

Orina 19

Autopsia 2

Cepa de referencia: Mycobacterium gordonae., proporcionada y secuenciada por el
Dr. J.A. Gonzalez-y-Merchand. (Depto. De Microbiologia, Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas, IPN.) Mycobacterium fortuitum donada por el cepario de la
Facultad de Quimica, UNAM, Mycobacterium tuberculosis H37Rv proporcionado por
INP y Escherichia coli del cepario del Depto. De Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Medicina, UNAM.

Tincidén de Ziehl Neelsen: a todas las muestras se les efectud la tincién de Ziehl
Neelsen, para corroborar la pureza microscopica.

Medios de cultivo: la propagacion y cultivo de las cepas se realizé en el medio de
Lowenstein-Jensen (LJ) vy los frascos de MB/Bact (Caldo Middlebrook 7H9), con

suplemento.
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Siembra

Se inoculd la muestra obsequiada por el laboratorio de Biologia de la Facultad de
Quimica de la UNAM (ya descontaminada y concentrada) en el medio LJ, se incubo a
37°C, durante 3 semanas con observacion continua. Para el caso del Medio MB/Bact,
este, fue utilizado para resembrar la cepa control de M. gordonae.

Todos los medios, al finalizar el tiempo de incubacion, fueron sometidos a tincion de
Ziehl Neelsen. Posteriormente, volvieron a sembrarse e incubarse para determinar su
fotorreactividad y obtener su clasificacion correspondiente a Runyon.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las pruebas bioquimicas se realizaron y revelaron de acuerdo al manual de pruebas

bioquimicas de Koneman (18).

Niacina

El procedimiento para realizar esta determinacién es:

1.- A un cultivo puro en el medio de Lowenstein-Jensen con crecimiento éptimo (15
dias) se le agrega 1 a 2 mL de agua o solucion salina isotonica estéril para que
recubra el crecimiento del microorganismo.

2.- En forma inclinada se deja reposar durante 15 a 20 minutos a temperatura
ambiente.

3.- Se toman 0.5 mL y se pasan a un tubo con tapon de rosca de 13 X 100 estéril.

4.- Se agrega 0.5 mL de anilina 4% y 0.5 de bromuro de cian6geno al 10%.

5.- Observar la formacién de un color amarillo para una prueba positiva e incolora

para una prueba negativa.
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6.- Terminada la observacion, hay que agregar a todos los tubos de la prueba,

hidréxido de sodio al 4%, para inactivar el bromuro de cianégeno.

Reduccién de nitratos

Preparacion:

1.- Sustrato 0.01 M de nitrato de sodio en 0.022 M de amortiguador de fosfato, pH

7.0.

NaNO; 0.085 g.
KH2PO,4 0.117 g.
Na;HPO4 0.485 g.
H,O dest. 100 mL.
2.- Colocar:

Reactivo No.1: afiadir 50 mL de HCL concentrado a 50 mL de agua destilada.
Reactivo No.2: disolver 0.2 g de sulfanilamida 6 acido sulfanilico a 100 mL de agua
destilada.

Reactivo No.3: disolver 0.1 g de dihidrocloruro de N-naftilendiamina en 100 mL de
agua destilada.

Almacenar los reactivos a 4°C y en oscuridad. Si se forman precipitados 6 alguin
color, se desecha.

Procedimiento:

1.- Usar cultivo de tres a cuatro semanas de crecimiento.

2.- Inocular los tubos del medio de cultivo con la cepa problema.

3.- Incubar a 37°C en bafio maria por dos horas.

4.- Aiadir una gota del reactivo # 1.
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5.- Afadir dos gotas del reactivo # 2.

6.- Afladir tres gotas del reactivo # 3.

Positivo. Desarrollo de color rojo.

Negativo. Sin desarrollo de color, esto puede indicar que la prueba es negativa o que
se ha producido una reduccion de los nitratos hasta nitrégeno. Para confirmar esta
aseveracion, fue necesario agregar una pequefia cantidad de polvo de zinc a la
mezcla, esto redujo los nitratos en caso de que no se hubieran reducido. En este
momento una prueba positiva no desarrollard color y una prueba negativa si

desarrollara color.

Catalasa 68°C

Reactivos:

Amortiguador de fosfatos 0.067 M, pH=7

Una mezcla de Tween 80 al 10% y H,O, al 30% (recién preparada).

Procedimiento:

1.- Anadir 0.5 mL del amortiguador de fosfatos en tubos de 13 x 100 con tapon de
rosca y esterilizar a 121°C por 15 min.

2.- Suspender varias colonias en el amortiguador.

3.- Colocar los tubos en bafio Maria a 68°C por 20 min.

4.- Enfriar la suspension a temperatura ambiente y afiadir 0.5 mL de Tween-H,0..

5.- Observar la formacion de burbujas.

Catalasa semicuantitativa

Materiales:
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Agar Lowenstein-Jensen en tubos de 16 x 150 con tapdn de rosca con 8 mL sin
inclinar.

Tween-Peroxido:

Preparar una solucion de peréxido de hidrogeno al 30% y Tween 80 al 10% (recién

preparada).

Procedimiento:

1.- Inocular la superficie del tubo con el medio de cultivo e incubar a 37°C por 5 dias.
2.- Afladir 1 mL de Tween-Perdéxido.

3.- Dejar los tubos a temperatura ambiente por 5 min.

4.- Medir en milimetros la columna de burbujas arriba de la superficie del medio.

> 45 mm reaccion de catalasa positiva muy fuerte.

< 45 mm reaccion de catalasa positiva media.

Negativa sin burbujas.

Crecimiento en T;H (5 pg/mL)

Sustrato:

En el medio Middlebrook 7H11 se le agregan 5 ug/mL de T,H en tubos de 16 X 150.
Procedimiento:

1. Usar cultivo de tres a cuatro semanas de crecimiento.

2. Inocular los tubos del medio de cultivo con una suspension de la cepa problema.
3. Incubar a 35°C por tres semanas o antes si hay desarrollo.

Positivo. Medio con desarrollo.

Negativo. Medio sin desarrollo.
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Hidrélisis del Tween 80

Reactivos:

100 mL de amortiguador de fosfatos 0.15 M.

Nap;HPO4 - 2.129 g.

KH2PO,4 -2.041 g.

0.5 mL de Tween 80.

2.0 mL de una solucién acuosa de rojo neutro al 0.1%

pH 6.8 - 7

Procedimiento:

1.- Repartir 2 mL del sustrato en tubos de 13 x 100 con tapdn de rosca.

2.- Esterilizar a 121°C por 10 minutos (su color debe ser ambar).

3.- Enfriar e inocular el sustrato. Puede almacenarse sin inoculo en la oscuridad en
refrigeracion.

4.- Incubar de 35 a 37°C hasta por 12 dias, hacer lecturas a las 24 h, 5 dias y hasta
10 a 12 dias.

Positivo: cambio de color a rosa o rojo.

Negativo: tubo con sustrato no inoculado.

Arilsulfatasa

Sustrato:

100 mL de agar base Dubos oleico.

1 mL de glicerol.

65 mg de tripotasio de fenolftaleina disulfuro.

pH 6.8a7.0
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Reactivo:

10 g Na,COg3 en 100 mL de agua destilada.

Procedimiento:

1.- Calentar el sustrato a ebullicién, repartir en tubos de 13 x 100 con tapdn de rosca
y esterilizar a 121°C.

2.- Inocular el medio con una porcion de la cepa.

3.- Incubar a 37°C por 3 dias.

4.- Anadir 1 mL de Na,COg (recién preparado).

5.- Observar la formacion de un color rosa indicando fenolftaleina libre.

Hidrolisis de urea

Reactivos:

Peptona (neopeptona) 1lg.

NacCl 50.
KH,PO, 29.
Glucosa (0.1%) 1lg.

Urea 20 g.
Rojo de fenol 0.012 g.
H,O destilada 1000 mL.
pH 6.8a7

Preparacion:
Disolver todos los ingredientes excepto la urea en el 85% del volumen total y
esterilizar a 108°C de 7 a 10 min. La urea se disuelve en el 15% del agua destilada

restante y se esteriliza por filtracion, mezclar en condiciones estériles.
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Procedimiento:

1.- Colocar 2 mL de urea en tubos de 13 x 100 con tapdn de rosca estériles.
2.- Inocular los tubos con cultivo de 3 a 4 semanas.

3.- Incubar a 37°C por 3 dias.

Positivo: Cambio de color del medio de violeta a morado intenso.

Negativo: Sin cambio de color.

Tolerancia al cloruro de sodio

Sustrato:

En el medio L-J se prepara con cloruro de sodio al 5% en tubos de 16 X 150.
Procedimiento:

1. Usar cultivo de tres a cuatro semanas de crecimiento.

2. Inocular los tubos del medio de cultivo con una suspension la cepa problema.
3. Incubar a 35°C por tres semanas o antes si hay desarrollo.

Positivo. Medio con desarrollo.

Negativo. Medio sin desarrollo.

Crecimiento en MacConkey sin cristal violeta

Sustrato:

Se prepara el MacConkey sin cristal violeta en cajas de Petri.
Procedimiento:

1. Usar cultivo de tres a cuatro semanas de crecimiento.

2. Inocular las cajas del medio de cultivo con la cepa problema.

3. Incubar a 35°C por siete dias.
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Positivo. Medio con desarrollo.

Negativo. Medio sin desarrollo.

4.2. Material y Métodos para PCR

Extraccién de ADN.

La extraccién de ADN para las 34 cepas en estudio se realizé de acuerdo a la técnica
de extraccion reportada por Kirschner (17).

La siguiente metodologia se realizé con las normas de seguridad adecuadas, en la
campana de flujo laminar nivel Il (Veco S.A. de C.V). Las cepas utilizadas (34
muestras) fueron sembradas en medio LJ, se colocaron en tubos eppendorf de 1.5
mL., en cada uno y por separado 320 pL de amortiguador de lisis (Tris-HCI 50 mM a
pH 8.0, EDTA 62.5 mM, SDS 20%, 2-mercaptoetanol 10%) y una asada de las
muestras. Para inactivar las bacterias se colocaron los tubos en un termobloque a
80°C durante 15 min, hecho esto se mantuvieron las cepas 1 h a temperatura
ambiente (TA) después se adicion6 a cada tubo 41 pL de lisosima (3.3% en TE pH
8.0) para facilitar la accion de estd se incub6 a 37°C, después se centrifugd
(Microcentrifuga, Eppendorf) a 14,000 rpm durante 15 min, seguido se cuantifico el
sobrenandante para adicionar proteinasa K a una concentracion de 200 pg/mL, se
mezcld la solucién y luego se incub6é a 65°C, 15 min después se realizaron los
lavados con 500 pL de: fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) en los cuales
se mezcld por inversion durante 30 min , entre cada lavado se centrifugé 15 min a
TA, de esto solo se extrajo la fase acuosa, se realizd otro lavado con 500 pL de

cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) se mezclo 5 min y se centrifugdb a TA , se
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adiciond 1/10 de acetato de sodio 3 M y 2.5 volumenes de etanol absoluto, se dejo
reposar toda la noche a -20°C. Posterior a esto se centrifugd 15 min a TA, se decantd
y dejo secar por evaporacion, finalmente se resuspendio en 50 pL de agua MilliQ y se
determina su concentracion, para esto, se realiz6 una electroforesis, (Camara de
electroforesis BIO-RAD, SUB-Cell GT, fuente de poder: BIO-RAD, Power/pac 200) en
geles de agarosa al 1%, la muestra fue tefiida con colorante de corrimiento (azul de
bromo fenol 0.25%, xilen cianol 25% Yy ficoll 400 25%) con bromuro de etidio (Sigma)
a una concentracion final de 0.1 pg/mL con diferentes concentraciones del fago A
(GIBCO BRL ®, US) de 20, 40, 60, 80 y 100 ng/uL, el gel se observd en el

Fotodocumentador (Syngene).

PCR (REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA)

La metodologia de PCR utilizada para la amplificacién del gen 16S ADNr, para las 34
cepas en estudio fue la descrita por Kirschner, utilizando los PRIMERS: Primer #285,
5 GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG3  (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de CV),
Primer #264, 5TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA3 (Sigma- Aldrich Quimica,
S.A. de CV), Primer # 271, MNT-1, 5°CTT AAC ACA TGC AAG TCG AAC 3
(Sigma-Aldrich  Quimica, S.A. de CV) y Primer # 244, MNT-2, 5 CCC ACT GCT
GCC TCC CGT AG 3" (Sigma Aldrich Quimica, S.A.de CV).

Una mezcla para 10 reacciones de PCR debe contener: 50 pL amortiguador 10X: 100
mM Tris-HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM, MgCl,, 10 pL de gelatina, Triton 1%, BSA
1.5 mg/mL (Biogénica), 80 uL dNTP's 1.25 mM cada uno, (Applied Biosystems de

México, S.A. de R.L. de CV), 10 pL primer #285 (20 pmol), 10 yL primer #264 (20
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pmol), 297.5 pL de agua Milli Q, 2.5 y 5 yL de Taq polimerasa (recombinate),
concentracion 5 U/uL (Fermentas).

Ya obtenida la mezcla, se colocé 45 pL a cada tubo eppendorf de 1,500 yL y 5 pL de
muestra problema, este proceso se realiza en la campana PCR-UVP (Ultraviolet
Steriking PCR Workstation), previamente sanitizada.

Amplificacion:

En la amplificacion del fragmento mayor (1,037pb), se emple6é la siguiente
programacion del termociclador (Swiftmaxi): se realiz6 un ciclo de 5 minutos a 94°C,
y 40 ciclos un minuto a 94°C, dos minutos a 64°C y dos minutos a 72°C, con una
extension final de 5 minutos a 72°C.

En la amplificacién del fragmento pequefio (332 pb), se empled la siguiente
programacién del termociclador: se realizé una desnaturalizacién inicial con un ciclo
de 5 minutos a 94°C, y 40 ciclos de un minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C y un minuto a
72°C, con una extension final de 5 minutos a 72°C. Producto que fue almacenado a
4°C.

Observacion de los fragmentos obtenidos:

Los fragmentos obtenidos de la amplificacién fueron observados después de realizar
electroforesis, la que se realizé en geles de agarosa al 0.8%, tefiidos con bromuro de
etidio a una concentracion final de 0.1 pg/mL, usando también marcadores de peso
molecular DNA 100 pb (Invitrogen).

La concentracion del ADN se determind por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%,
comparando con diferentes concentraciones del fago A (GIBCO BRL ®, US) de 20,

40y 60 ng/pL.
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PURIFICACION DE PRODUCTOS DEL PCR (Equipo QIAquick PCR Purification
Kit. QIAGEN).

A los productos de PCR de 332 pb, se les agregd 2 pL de amortiguador dentro del
tubo de la muestra. Colocando todo el contenido del tubo en un gel de agarosa al
1.5%, se coloco6 en un pozo el marcador de peso molecular, posteriormente se corrio
el gel a 100V hasta que se terminé el corrimiento, seguido se corto la agarosa donde
se encuentra el fragmento que se quiere purificar, y se puso6 en un tubo eppendorf de
1.5 mL, se pesaron los fragmentos del tubo, sin exceder de 400 mg/tubo. Se agrego
3 volimenes de amotiguador QG por volumen de gel en el tubo y para los geles de
mayor peso 6 volumenes, posteriormente, se dejo Incubar a 50°C durante 10 minutos
o hasta la disolucion completa del agar, luego se colocé la columna en un tubo de
coleccion de 2 mL, después se agregd hasta 800 puL de muestra y centrifugé a
11,000 rpm durante un minuto hasta finalizar con la muestra, después se lavo con
750 uL de amortiguador PE la columna, y se centrifugd a 11,000 rpm 1 minuto,
luego se coloco la columna en otro tubo eppendorf de 1.5 mL. Se eluyé el ADN con
30 pL de agua Milli Q o amortiguador EB, colocandose después en el centro de la
columna, finalmente se deja reposar 1 minuto y nuevamente centrifugar a 11,000 rpm
durante 1 minuto posteriormente se deja correr las muestras en un gel de agarosa al
1.5%, y se obtiene la concentracion de ADN purificado como se menciond
anteriormente, se descarto el liquido del tubo y volvid6 a colocar en el tubo de
coleccion. ElI material obtenido fué enviado para su secuenciacion al instituto de
Fisiologia celular, UNAM en un aparato ABI (Applied Biosystems). Posteriormente las

secuenciacion obtenida fue reconocida con Blast (NCBI) y alineada con Clustal W2.
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4.3. RESULTADOS

Se efectud la identificacion bioquimica de las 34 cepas, la cual se realizd por

triplicado, identificandose: 12 cepas de M. gordonae, 8 de M. szulgai y 4 de

M. flavescens. Las 10 cepas restantes, no pudieron ser identificadas por este método

de identificacion.

Tabla 4: Resultados obtenidos a partir de las pruebas bioquimicas. M= muestras, C68=catalasa a 68°C, CS=catalasa semicuantitativa, N=
nitratos, U=urea, S3= tolerancia a cloruro de sodio en 3 dias, S10= tolerancia a cloruro de sodio en diez dias, S21= tolerancia a cloruro de

sodio en 21 dias, T24=tween a 24 h, T5= tween a 5 dias, T11= tween a 11 dias, MC= MacConkey.

M C68 CS 9) S3|S10 S21 T24 | T5 T11 T11|T11| MC |42°C | RESULTADOS | PROCEDENCIA
- - [+]+ + |- - - - - - (+-) |+ + + - - M sp Urocultivo
20+ |+ |+ |+ - |+ - - |- - - (+-) |+ + + - - M sp Urocultivo
L+ |+ |+|+ E - e - - (1+) |+ + - - - M gordonae Urocultivo
20+ [+ |+ |+ S E - e - - (+-) |+ + + - + M gordonae Urocultivo
S5l+|+]|+|+ - |- - - |- - - (+-) |+ - + - - M szulgai Lav. gastrico
3|+ +|+]|+ > || = s = = o (+) | (1%) + - - M gordonae Lav. gastrico
71+1-|+]+ + |+ - - - - - (+-) |+ + + - - M szulgai Urocultivo
a4-1-|+|+ + | - - a | = - (-1+) |- - + - - M gordonae Urocultivo
5 - |- |+|+ - |- - a | = - + + + + - - M gordonae Expectoracion
6|-|-|+|+ - - = = = = - - - + + - - M gordonae Lav. gastrico

120- |- [+|+ - - - |- - - + + |+ -1-1- M sp Lav. gastrico

13|+ |+ |+ ]|+ +| - + - |- - - ++ + + - - - M szulgai Autopsia

14|+ |+ |+ ]|+ + |- - - - - - - + - - M sp Urocultivo
70-1-1+]+ - - - = - - - +++ |+ + + - - M gordonae Urocultivo

16 |- |- [+]|+ -+ - - - - - (+-) |+ + + - + M sp Autopsia

17| - |- |+ |+ + - - - - - (1+) | (-1+) |+ + - - M sp Urocultivo

18|+ |+ |+ |+ + |+ - - |- - - ++ + + + - + M szulgai Urocultivo

19]- |- |+ |+ + |+ - RCe) ++ - (+-) |+ + + - + M flavescens | Lav. géstrico

20|+ |- |+ |+ + |+ - - |- + - - - + + - - M flavescens | Urocultivo
8l-|-|+|+ o |- - - - - = (+-) [ () |+ + - - M gordonae Lav. gastrico

221- |- |+ |+ + |+ - - - - - 1+) | (+-) |+ - - - M sp Urocultivo

23 |- |- |+ |+ + |+ - - |- - - ++ + - - - - M sp Urocultivo

24 |- |- |+ |+ + |+ - - + + + + - - M szulgai Urocultivo

25 |- |- |+ |+ + |+ + - |+ ++ - (+-) |+ - + - + M flavescens | Lav. géstrico
9|+ |+ |+ |+ = ||= = - | (+H + = ++ + - + - - M gordonae Lav. gastrico

27 | + + |+ + |- + - - - - (+-) |+ - + - - M szulgai Lav. gastrico

20 |- |- |+ |+ + |+ - - |- - - (+-) |+ + + - - M szulgai Lav. gastrico

10 | + + |+ + |- - N E - - (+-) |+ + + - + M gordonae Lav. gastrico

32|+ |+ |+ ]|+ + |+ - - |- ++ - + + + - - + M flavescens Urocultivo

33(- |- |[+]|+ + | - - - - - - () | () [+ |+ -1 M sp Urocultivo

39 |- |- |+|+ + |+ - - |- - - - - + - - - M szulgai Urocultivo

11 (- |- [+ ]|+ + |+ - - |- - - (+-) | + - - - - M gordonae Urocultivo

42 - |- |+ |+ + |+ - - |- - - + + - - - M sp

12 - |- [+ ]|+ + |+ - - |- - - (-/+) |- - - - - M gordonae Urocultivo
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Tabla 5: Resultados obtenidos a partir de las pruebas bioquimicas para M. gordonae. M= muestras, C68=catalasa a 68°C,
CS=catalasa semicuantitativa,N= nitratos, U=urea, S3d= tolerancia a cloruro de sodio en 3 dias, S10d= tolerancia a cloruro de
sodio en diez dias, S21d= tolerancia a cloruro de sodio en 21 dias, T24h= tween a 24 h, T5d= tween a 5 dias, T11d=tween a 11
dias, MC= MacConkey.

CEPAS Y PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS

M C68 |CS N U S3d | S10d | S21d | T24h | T5d | T11d | T11d [ T1ld| MC RESULTADOS | PROCEDENCIA
1|+ ++ | -]-]-]-]-]-]- - - - (-1+) |+ + - --1- M gordonae Urocultivo
20+ |+ |+ |+ |-|-|-]-|-[+]- = = = (+-) |+ + + - -] - M gordonae Urocultivo
3|+ |+ |+]|+ [-|-|-|-|-1-]- 5 5 5 (+-) | (+) |+ + S E M gordonae Lav. Gastrico
4- - ++ |-[+]-[-]-]-1I- - - - CNE - + --1- M gordonae Urocultivo
Sl |- |+ |+ [-|-1]-1-[-]-]1- = = = + + + + --]- M gordonae Expectoracion
6-|-|+|+ |-|-1-[-]-]-1- 5 5 5 5 - + + -- - M gordonae Lav. Gastrico
7= 1-=1+1+ |-]-1-1-]-1-1- = = = +++ |+ + + - -] - M gordonae Urocultivo
8- |- |+|+ [-|-|-1|-|-[-]- - - 5 (+-) | (+) |+ + - - - M gordonae Lav. Gastrico
9|+ ++ |- -]-]-]-]- (+-) |+ - ++ + - + -1-1- M gordonae Lav. Géstrico
10|+ |+ |+]|+ [-|+|-]|-[-|-]- - - - (+-) |+ + + --1- M gordonae Lav. Géstrico
11 |- |- [+ |+ |-|+|+]|-|-]|-1]- = = = (+-) |+ - - - -]- M gordonae Urocultivo
12- (- [+[+ |-|+]|+]|-]-]|-]- = = = (-1+) |- - - - |- - M gordonae Urocultivo

Con el fin de confirmar la especie a través de biologia molecular, se seleccionaron
las 12 cepas de M. gordonae para ser analizadas por PCR, utilizandose como blanco
al 16S ADNr, y su subsecuente secuenciacion. Los productos obtenidos por lisis

celular, se observan en las figuras 10-14.

8 9 10 11 12 13 14 15

ADN extraido

Figura 10. Extraccién fendlica del ADN bacteriano. Carriles del 1 al 4, corresponde al fago A
a concentraciones de 1.0, 2.0, 4.0 y 6.0 uL. Carriles del 5 al 15 corresponde al ADN
obtenido de la lisis celular.
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12 3 45 6 7 8 910 111213 14 15 16 17

- =2 T LA

Extraccion de ADN
(muestras por triplicado)

Figura 11. Extraccion de muestras (triplicado). Carriles 1 a 4 corresponden a diferentes
concentraciones de fago A: 1ul, 2ulL, 8uL y 10uL, Carriles del 5 al 7 muestra 1, carril 8 a
10 muestra 2, carril 11 a 13 muestra 3 y carril del 14 al 17 muestra 4.

12345678 91011 12

Curva de Concentracion de Fagos
por duplicado

Figura 12. Curva de fagos Carriles 1 a 12 corresponden a diferentes concentraciones de
fago A: 10, 20, 40,60, 80 y 100 ng (muestras por duplicado).
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Controles

M. Flavescens M.Tuberculosis

M.Gordonae M. Fortuitum

Figura 13. Extraccion de ADN (controles): carril 1 corresponde a M.
flavescens, carril 2 corresponde a M. gordonae, carril 3 corresponde
a M. tuberculosis y carril 4 a M. fortuitum.

Marcadores de Peso Molecular

1

= 1000 pb

500
- o
300

200
100

Figura 14. Carril 1 y 2 corresponden al Marcador
de peso molecular de 1000 pb (Ladder,
Fermentas).
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De las doce cepas identificadas como M. gordonae, se obtuvo por PCR un fragmento

de 1,035 pb en las cepas amplificadas y un fragmento de aproximadamente 330 pb,

figura 15,16 y 17.

Muestras para PCR

1000 pb

500

1
1000 pb e

500

100

Figura 15. Muestras de PCR. Carril 1 corresponde al peso molecular en
los dos geles (superior e inferior). Carriles 2 al 8 corresponden a 7
muestras de M. gordonae en ambos geles.

Muestras de PCR

Figura 16. Muestras de PCR. Carril 1 a 5 muestras de M. gordonae, carril
6 corresponde al marcador de peso molecular.
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Curva de Fagos
112 13141516

L Muestras
1000pd 1000 pb

500 pb 2345678910 50pb

L R R R
100 pb

Figura 17. Muestras con marcador de peso molecular, muestras y fago A.
Carril 1Y 16 corresponden al marcador de peso molecular, carriles del 2
al 10 muestras de M. gordonae, carril 11 a 15 muestras de fago A a
concentraciéon de 1, 2, 4, 8y 10 ng.

El fragmento final de 330 pb fue purificado con el cual se logré obtener un producto
mayor de 100 ng/pL, como puede observarse en la figura 18 en la que se encuentra

representado el material obtenido de las cepas 1 a la 10.
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Muestras antes de Purificar

1. 2.3 450687820 10

I —_

1 2 3 -4 B55 O AT GO W (]

Figura 18. Muestras antes de purificar. Carrili 1 a 10 muestra los
productos de PCR de las muestras de M. gordonae para ser purificadas.

Muestras para Purificar de ADN * 10

N2 SIS, 6 7 8. 9
T T A LB L B B 4

T2 SO 1O NEcaR 7 8 9
I .-

Figura 19. Productos para purificar (muestras en luz UV): carriles 1 a 9
corresponden a los productos que van a ser purificados de 9 muestras de
M. gordonae, carril 10 corresponde al marcador de peso molecular.
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Muestras llevadas a Secuenciar

12 13 14 15 16
Bt

. 1000 pb

3 dahenb 7. .8 9. 10 11 S 500

LA Ll A1 L X N

Figura 20. Imagen de los fragmentos llevados a secuenciar. Carril 1 y 12 Marcador de PM,
Carril 2 al 11 muestras, Carriles 13 al 16 muestras de fago A a concentraciones de 20, 40, 60 y
80 ng.

Del material secuenciado presentamos el hallazgo obtenido, el cual corresponde a

M. gordonae.

RESULTADOS CORRESPONDEN A: Mycobacterium gordonae

Secuencias obtenidas:

>1 M. gordonae

CTTCGGGGTACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCCTACACATCGGGATAAGCCTGGGAAACTGG
GTCTAATACCGAATAGGACCACAGGACACATGTCCTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTGTGGGATGGGCCCGCGGCCGTA

TCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTACCAACCCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGG
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>Mtb complex

TGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGCGGATAGGACCACGGGATGCATGTCTTGTGTTGTGGTGGAAAGCGCTTTA

GCGGTGTGGGATGAGCTTGTTGGTGGGGTGACG.

Tomada de Kirschner P, Meier A and Bottger EC. Genotypic identification and
detection of Mycobacteria-Facing novel and uncultured pathogens. In: Persing DH et
al (ed) Diagnostic Molecular Microbiology .1993, pp. 173-190.

Del andlisis de alineacion de la secuencia de nucleétidos de las cepas problemas de

M. gordonae con la del complejo M. tuberculosis observamos lo siguiente:

1 GOAGCCTTCEGE0TACACGARTGGCGAACEGATEAGTALCAC BTGECTAATCTGOCCTEE 60
Mth e TGATCTGCCCTGE 13
FOFFFFFIFFEES

1 ACATCGGOATALGC CTOE0AMACTEGETCTAATACCCAATAGRACCACAGGACACATETC 120

Mth ACTTCGGGATAAGCCTG-————=—=——=—=—=——-~ CGGATAGGACCACGGGATGCATGTC 55
FEHE OFFEEEEEEEEEEEE FH OFFTFEEFEEEE OEEF FTHEEEFF

1 CTETG--——- GTGGALLGC -~ TTTTGCGATATGECATEGGCCEGEGECCTATCAGCTTST 173

Mth TTGTGTTGTGETGGALLGCGCTTTAGC GETETGEGAT G- mmmmm === = - AGCTTGT 100
TEHF FEHFFFEFTFS FTHEE FEAFTFAFTFEATESS FEHFFFASF

1 TGGTGGGGTCATGGCCTACCALGGC CACGACGGETAGCCGECCTOAGAGEGTETCCGGOC 233

Mth TBGTGEEGTGACH= === === === == === == e e e e e e 113
FTHEEFTFFAFTFEST &

1 ACACTGGGACCGAGAT 249

Mth  mmmmmmmmmmm e

Figura 21. Cepa numero 1de M. gordonae y M. tuberculosis.

En base a estos resultados se construy6 una tabla con los cambios observados en

las primeras 75 pares de bases:
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Tabla 6. Resultado de la alineacion de nucleétidos entre M. gordonae y Complejo M. tuberculosis.

Posicién 130 144 179 192 194 196 197 204
Nucleétido A A A A A C A C
M gordonae

Nucleétido G T G G G T G T
Complejo

M tuberculosis.

Los nucledtidos y la posicién de estos orientan a la determinacién de M. gordonae I,

comparados con los del Complejo M. tuberculosis.

4.4. ANALISIS DE RESULTADOS

Los miembros pertenecientes al género Mycobacterium, son un grupo amplio, del
cual M. tuberculosis, agente causal de la tuberculosis, es frecuentemente identificado
a nivel clinico. Si embargo, no es raro el aislamiento e identificacion de micobacterias
diferentes a M. tuberculosis, las cuales pueden ser aisladas de diversas muestras
clinicas y del ambiente.

El diagndstico de las micobacterias se basa en el hallazgo clinico y radiolégico, los
cuales no son especificos de la enfermedad, hay que considerar que el tratamiento
también es fundamental para la evolucion del paciente y la correcta identificacion del
microorganismo es indispensable pues las MNT requieren diferente tratamiento
comparado con el de M. tuberculosis, (21) lo que hace necesario el diagnéstico
microbiolégico, para su correcta identificacion, que se basa especificamente en el
aislamiento del microorganismo en un medio de cultivo y su posterior identificacion

de especie por pruebas bioguimicas, este procedimiento tiene como principales
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desventajas el tiempo requerido para todas las pruebas y que el resultado de la
identificacion depende en gran medida del nimero de organismos presentes en la
muestra, el tipo de muestra y la técnica o método empleado, todos estos
procedimientos convencionales tardan varias semanas y en algunos casos la

identificacion de especies no es concluyente (12).

En este trabajo se recolectaron micobacterias, provenientes de pacientes pediatricos
del Instituto Nacional de Pediatria de México, obtenidas de lavado gastrico,
urocultivo, biopsia y expectoracion; las cuales fueron descontaminadas por los
procedimientos habituales.

Inicialmente se realizé el método de identificacion microscopica y macroscoépica, en
base a la tinciébn de Ziehl-Neelsen, y cultivo para el aislamiento. Tomando en cuenta
el tiempo de incubacion y la atmésfera de CO, presente; asi como en las
caracteristicas de crecimiento, se establecio una division, entre las micobacterias de
crecimiento lento (méas de 7 dias) y rapido (menos de 7 dias) con su capacidad de
pigmentacién: fotocromdgenas, escotocromédgenas, y no cromogenas. Con esto se
concluyé que las especies eran escotocromogenas y de crecimiento lento. La
investigacion se enfocd a estas micobacterias y se descartaron para este estudio,
todas las que presentaban caracteristicas diferentes a estas.

La baciloscopia; necesita una concentracién mayor a 10* bacterias para dar un dato
positivo, es una técnica rapida, econémica e inespecifica, se obtienen baciloscopias
positivas en el 50% de los casos en muestras que contienen entre 5,000 y 10,000
BAAR/mL y aumenta su sensibilidad hasta 30% cuando hay 50,000 o mas BAAR /

mL (21).
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Con este método, no se puede identificar la especie de micobacteria por lo que
algunas ocasiones es posible que se reporten falsos positivos (21). EI método
fluorométrico es mas sensible pero menos especifico (3).

El cultivo tarda entre 2 y 8 semanas para dar un diagnéstico positivo (15). En la
practica se observa una sensibilidad de aproximadamente 107 bacilos/mL (3). La
sensibilidad de los cultivos in vitro es alta cuando se trata de muestras de
expectoracion, sin embargo, la sensibilidad disminuye cuando se trata de muestras
extrapulmonares (3).

Con los datos obtenidos se realizaron las pruebas bioquimicas pertinentes, capaces
de discernir entre una especie y otra. Las pruebas caracteristicas realizadas fueron
catalasa termoestable a 68°C, catalasa semicuantitativa, crecimiento en cloruro de
sodio al 5%, crecimiento en agar MacConkey sin cristal violeta, reduccién de nitratos,
hidrélisis de Tween 80, crecimiento a temperatura de 28, 37 y 42°C, e hidrdlisis de
urea. Con estas pruebas se pudieron diferenciar especies como M. xenopi,
M. scrofulaceum, M. gordonae, M. szulgai y M. flavescens.

Realizando cada una de las pruebas anteriores por triplicado se descartaron 2
especies M. xenopi, que presenta una prueba de catalasa semicuantitativa que no
fue observada en ninguna de las muestras, asi como, la prueba de Hidrélisis de
Tween. De la misma forma se descartd6 M. scrofulaceum, pues no hubo una relacién
gue pudiera hacer una identificacion adecuada de este microorganismo. De esta
manera se obtuvo un total de 24 cepas identificadas fenotipicamente, de las cuales,
12 cepas pertenecieron a la especie M. gordonae, (prueba bioguimica declarativa:

reduccion de nitratos), 8 a M. szulgai, (prueba bioguimica declarativa: crecimiento a
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temperatura de 42°C) y 4 a M. flavescens, (prueba bioquimica declarativa:
crecimiento en cloruro de sodio al 5%), con lo que se obtuvo una identificacién
presuntiva. Las micobacterias restantes no se pudieron identificar por medio de
pruebas bioquimicas, por lo cual se considera que deben ser analizadas por otros
métodos de identificacion.

El fenotipo de las especies no es absolutamente estable pues exhibe variabilidad en
base a las pruebas bioquimicas lo que hace dificil llegar al diagnostico de especie a
través de la caracterizacion fenotipica (33, 17 y 30).

Por lo que la identificacion por pruebas bioguimicas de pronto puede ser ambigua y
confundir los datos, haciéndolos no reproducibles. Por lo que el fenotipo de las
especies no es absolutamente propio y puede exhibir remarcada variabilidad (30).
Las variaciones fenotipicas en la prueba pueden resultar en la asignacion de un
taxdn de diferentes especies, asi bien como en un falso resultado, esto puede

atribuirse a la interpretacion errébnea de pruebas bioquimicas (30).

Cabe mencionar que a todas las muestras se les habia realizado la identificaciéon por
PCR para determinar el género Mycobacterium, empleandose los iniciadores GAG-
ATC-GAG-CTG-GAG-GAT-C y AGC-TGC-AGC-CCA-AAG-GTC-TT, que permitieron
la amplificacién de un producto de 382 pb que forma parte del gene de la proteina 65
kDa (trabajo previo no publicado).

La identificacion genotipica es considerada la mejor alternativa para una rapida y
confiable identificacién. Por lo que el uso de PCR, presenta como ventajas la

aplicacién universal en todos los aislamientos, deteccién directa en muestra,
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reconocimiento preliminar de nuevos taxones, identificacibn en especies de
diferentes cultivos, seguridad biolégica y una adecuada relacion costo-beneficio.

El 16S ADNr presenta regiones comunes a todos los organismos pero contiene
variaciones en zonas especificas, es de estructura y funcion constante, pero con
suficiente variabilidad para diferenciar no solo los organismos mas alejados sino
también los més proximos.

La identificacién de la bacteria a nivel de especie no requiere necesariamente de la
secuenciacion del 16S ADNr completa, la mayor variabilidad se concentra en las
primeras 500 pares de bases (pb) (26).

En contraste al fenotipo y genotipo por rasgos dell6S ADNr, este maneja una
propiedad estable y especifica para los microorganismos a nivel de especie, para el
propésito de identificacion las regiones hipervariables son particularmente utiles.

La determinacion de la secuencia en la region hipervariable A es el estandar de
rutina en la identificacibn de micobacterias por 16S ADNr y la region B es para

especies que no pueden ser identificadas en la region hipervariable A (30).

Por este motivo con el fin de determinar con certeza la especie de las micobacterias
identificadas fenotipicamente se procedi6 a la amplificacion del 16S ADNTr,
macromolécula utilizada en taxonomia bacteriana y considerada una molécula muy
antigua presente en todas bacterias actuales. Es referido en la literatura la no
necesidad de la secuenciacion del 16S ADNr completo, ya que la variabilidad se
concentra en las primeras 500 bases, considerado suficiente para la correcta

identificacion de un aislado clinico. En nuestro caso la amplificacion del segmento de
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330 pb del 16S ADNr, y su secuenciacion directa, nos permitio determinar la especie

M. gordonae I, a través de la deteccion de las secuencias firmas.

El procedimiento completo para el estudio de este segmento, requiere menos de 36
horas desde que se recolecta el cultivo hasta la identificacion. Con los instrumentos
adecuados, la reaccion es realizada entre 2 a 3 horas, permitiendo que el
procesamiento de la muestra y la identificacion se realice en 2 dias después del
aislado del cultivo puro (26).

El PCR gue tiene especificidad del 98 al 100% con una sensibilidad mayor de 95%
(12). Existen falsos positivos debido a la contaminacion de los reactivos o personal
mal capacitado (14,28).

Puede ser mas sensible que el cultivo en la deteccidon de pocos microorganismos lo

cual ha sido descrito por varios autores (25).

Para optimizar la técnica cuando hay bandas adicionales y no corresponden con el
fragmento requerido se puede arreglar optimizando algunos parametros como la
temperatura de hibridacion, disminuir la concentracion de Taq polimerasa, disminuir
el tiempo de hibridacién y elongacién, asi como el nUmero de ciclos (25).

Se puede evitar la contaminacidbn con reactivos, inactivacion fotoquimica y
experiencia en el laboratorio, cuando ocurren falsos negativos los resultados son
causados por inhibidores de la ADN polimerasa, todo esto se evita asumiendo un

control de calidad asi como el monitoreo a lo largo del proceso.
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4.5. Conclusién

Se llega entonces a las siguientes conclusiones: 1) las variaciones en las pruebas
fenotipicas pueden resultar en la asignacion de una especie diferente o no dar la
identificacion debido a la discrepancia en los resultados, 2) los resultados indican que
la identificacion tradicional puede no ser totalmente la apropiada para el
reconocimiento de una especie patdgena , esto debido a la variabilidad fenotipica de
este género, 3) la determinacion de la secuencia 16S ARNr es en definitiva un
método  atil en la identificacion comparado en tiempo con los métodos de
identificacion convencional, el método molecular provee de rapidez e incluso puede
realizar la identificacion de patdgenos no descubiertos, 4) este método puede ser
estandarizado para la identificacion de los microorganismos a nivel laboratorio clinico
en un tiempo de 24 a 36 horas y seria realmente Util para microorganismos de
crecimiento lento como las micobacterias.

Los laboratorios de diagndéstico y referencia ya no deben permitir que su posicion
(dentro de la lucha contra enfermedades) sea dictada por los resultados que se
proveen de manera limitada o con una duracion de 2 a 4 semanas 0 hasta meses por
las técnicas tradicionales (13).

El nuevo papel seria implementar procedimientos que permitan diagnosticar a un
paciente en periodos mas cortos de tiempo con una baciloscopia negativa, con una
infeccion extrapulmonar, con una infeccién latente y con resistencia con algun
antibidtico, disminuyendo asi la propagacion de enfermedades y la generacion de
bacterias resistentes, considerando las particularidades de las cepas bacterianas

prevalentes en las zonas geograficas y las condiciones socioecondmicas de cada
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pais y cada uno debe establecer sus estrategias (13) que permitan distinguir costos
y finalmente desarrollar centros de capacitacion de personal. Los beneficios de
proveer nuevos y mas eficaces sistemas de diagndstico serian de gran utilidad en la
salud publica de la poblacién (15).

Y que en cada diagnéstico se evalle la comunidad y situacion econémica de los
analisis costo-beneficio para evaluar la técnica de diagndéstico.

La ventaja de la PCR se da entonces en estudios epidemioldgicos, para determinar la
incidencia de bacterias no tuberculosas en la poblacion mundial y su relevancia en
enfermedades pulmonares y adquirir un mayor conocimiento de los reservorios de
infeccion o de las rutas de transmision asi como para la comprension de los

mecanismos del proceso infeccioso (2).
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TABLA DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

M. agri

M. aichiense

M. aurum

M. austroafri-
canum

M. chelonae

M. chitae

M.
chubuense

M. diernhoferi

M. duvalii

M.fallax

Acetamina (Fte.
N)

Alantoinami-
dasa

Arabinosa

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Ac.p-
aminosalicilico

+'/+

ND

Ac. picrico, 2

mg/mL

-

Arilsulfatasa (3
d)

Benzamida

ND

Catalasa (45mm)

Catalasa
termoestable

Cloruro de sodio

5% (3d)

ND

ND

ND

ND

Cloruro de sodio

5% (14d)

ND

ND

ND

ND

Cloruro de sodio

5% (21d)

ND

ND

ND

ND

Dulcitol

ND

ND

ND

ND

ND

ND

a-Estearato

Beta-Estearato

Fosfatasa acida

ND

Hidroxilamina-
HCI 125 mg/MI

ND

ND

ND

ND
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Captacién de
Hierro

ND

ND

Inositol

Isonicotinamida

Mac Conkey sin
cristal violeta

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Manitol

NH,OHCL (500
Hg/mL)

ND

Niacina

Nicotinamida
(Fte. N)

Nitratasa

Nitrito (Fte. N)

Oxalatos
(captacion)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Pigmento

Pironina B 0.01%
(crec)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Sorbitol

Succinamida

TCH (1 pg/ml)

Temperatura
28°C

Temperatura
30°C

Temperatura
37°C

Temperatura
42°C
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Temperatura
45°C

Temperatura
52°C

Tetraciclina (Fte.
N)

Tiacetazona

Towidina azul
300 pg

Tween 80 5d
hidrdlisis

Tween 80 11d
hidrélisis

Tween 80 24 h
hidrdlisis

Urea (Fte. N)

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

M. kansasii

M. lepra-
emorium

M.
malmoense

M. marinum

M. microtii

M. noncho-
mogenicum

M. para-
tubercu-
losis

M. scrofu-
laceum

M. shimoidei

M. simiae

Ac-p-
nitrobenzoico
0.5 mg/ml

Ac. picrico, 2
mg/mL

Arilsulfatasa (3
d)

Catalasa (45mm)

Catalasa
termoestable

Cloruro de sodio
5% (3d)

+
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Cloruro de sodio
5% (14d)

Cloruro de sodio
5% (21d)

a-Estearato

Etambutol 1
Hg/mL)

Etambutol 5
Hg/mL)

Fosfatasa acida

A-Galactosidasa

Hidroxilamina-
HCI 0.5 mg/mL

Hidroxilamina-
HCI 125 mg/mL

Isoniazida 1
pg/mL

Isoniazida 10
pg/Ml

Niacina

Nitrito (Fte. N)

Oxigeno
(preferencia)

Peroxidasa

Pigmento

Pirazinamidasa
en agar

Piruvato

TCH (1 pg/mL)

Teluritos 3d red

Teluritos 9d red
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Temperatura
28°C

Temperatura
30°C

Temperatura
37°C

Temperatura
42°C

Temperatura
45°C

Temperatura
52°C

Tiacetazona

Tween 80 5 d
hidrélisis

Tween 80 11d
hidrélisis

Tween 80 24 h
hidrélisis

Urea (Fte. N)

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

M. szulgai

M. térrea

M. triviale

M.
tuberculosis

M. ulcerans

M. xenopi

Ac-p-
nitrobenzoico
0.5 mg/ml

Ac. picrico, 2
mg/mL

ND

Arilsulfatasa (3
d)
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Catalasa (45mm)

Catalasa
termoestable

Cloruro de sodio
5% (3d)

Cloruro de sodio
5% (14d)

Cloruro de sodio
5% (21d)

a-Estearato

Etambutol 1
Hg/mL)

Etambutol 5
Hg/mL)

Fosfatasa acida

A-Galactosidasa

Hidroxilamina-
HCI 0.5 mg/mL

Hidroxilamina-
HCI 125 mg/mL

Isoniazida 1
g/ug/mL

ND

Isoniazida 10
pg/mL

Niacina

Nitrito (Fte. N)

Oxigeno
(preferencia)

Peroxidasa

Pigmento
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Pirazinamidasa
en agar

Piruvato

TCH (1 pg/mL)

Teluritos 3d red

Teluritos 9d red

Temperatura
28°C

Temperatura
30°C

Temperatura
37°C

Temperatura
42°C

Temperatura
45°C

Temperatura
52°C

Toluidina  azul
300 pg

Tween 80 5d

hidrélisis
Tween 80 11d
hidrdlisis
Tween 80 24 h
hidrélisis

Urea (Fte. N)
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PRUEBAS
BIOQUIMICAS

M. agri

M. aichiense

M. aurum

M. austro-
africanum

M. chelonae

M. chitae

M. chubu-
ense

M. diernho-
feri

M. duvalii

M. fallax

Acetamina (Fte.
N)

+

Alantoinamidasa

Arabinosa

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Ac.p-
aminosalicilico

+'/+

ND

Ac. picrico, 2
mg/mL

K

Arilsulfatasa (3
d)

Benzamida

ND

Catalasa (45mm)

Catalasa
termoestable

Cloruro de sodio
5% (3d)

ND

ND

ND

ND

Cloruro de sodio
5% (14d)

ND

ND

ND

ND

Cloruro de sodio
5% (21d)

ND

ND

ND

ND

Dulcitol

ND

ND

ND

ND

ND

a-Estearato

Beta-Estearato

Fosfatasa acida

ND

Hidroxilamina-
HCI 125 mg/ml

ND

ND

ND

ND

Captacién de
Hierro

ND

ND

Inositol
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Isonicotinamida

Mac Conkey sin
cristal violeta

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Manitol

NH,OHCL (500
Hg/mL)

ND

Niacina

Nicotinamida
(Fte. N)

Nitratasa

Nitrito (Fte. N)

Oxalatos
(captacion)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Pigmento

Pironina B 0.01%
(crec)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Sorbitol

Succinamida

TCH (1 pg/mL)

Temperatura
28°C

Temperatura
30°C

Temperatura
37°C

Temperatura
42°C

Py

Temperatura
45°C

Temperatura
52°C
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Trehalosa

Tween 80 5d
hidrdlisis

Tween 80 11d
hidrélisis

Tween 80 24 h
hidrélisis

Urea (Fte. N)

Verde de
malaquita

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Xilosa

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

M.
flavescens

M. fortuitum

M. gadium

M.
komossense

M.
kaense

morio-

M.
aurum

neo-

M.
ense

obu-

M. para-
fortuitum

M.
grinum

pere-

M. phlei

Acetamina (Fte.
N)

+

Alantoinamidasa

Arabinosa

ND

ND

ND

ND

ND

Ac.p-
aminosalicilico

ND

Ac-p-
nitrobenzoico
0.5 mg/ml

Ac. picrico, 2
mg/mL

Arilsulfatasa (3
d)

Benzamida

Captacién de
Hierro

ND

ND

ND

Catalasa (45mm)
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Catalasa
termoestable

Cloruro de sodio
5% (3d)

ND

Cloruro de sodio
5% (14d)

ND

Cloruro de sodio
5% (21d)

ND

Dulcitol

ND

ND

a-Estearato

Beta-Estearato

Fosfatasa acida

ND

Hidroxilamina-
HCI 0.5 mg/ml

Inositol

Isoniazida 1
pg/mi

Isoniazida 10
pg/mi

Isonicotinamida

Mac Conkey sin
cristal violeta

ND

ND

ND

Manitol

NH,OHCL (500
Hg/mL)

ND

Niacina

ND

ND

Nicotinamida
(Fte. N)

Nitratasa

Nitrito (Fte. N)

Oxalatos
(captacion)

ND

ND
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Oxigeno
(preferencia)

Pigmento

Pironina B 0.01%
(crec)

ND

ND

ND

ND

Sorbitol

Succinamida

TCH (1 pg/mL)

Temperatura
28°C

Temperatura
30°C

Temperatura
37°C

Temperatura
42°C

Temperatura
45°C

Temperatura
52°C

Tiacetazona 10
Mg/

Trehalosa

Tween 80 5d
hidroélisis

Tween 80 11d
hidrdlisis

Tween 80 24 h
hidroélisis

Urea (Fte. N)

Verde de
malaquita

ND

ND

ND

ND

ND
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Xilosa - - - - + - + ¥
PRUEBAS M. M. poriferae M. pulveris | M. rhode-siae [ M.  senega- | M. septi- | M. M. sphagni M.  thermo- | M. toka-iense
BIOQUIM. porcinum lense cum smegma- rresistibile

tis
Acetamina (Fte. |+ - - _ " n N - "
N)
Alantoina- + - - - + - - - +
midasa
Arabinosa ND - ND ND ND + - -
Ac.p-aminosali- |+ - - . ND - " . "
cilico
Ac. picrico, 2|+ + + + ND ¥ _ - +
mg/mL
Arilsulfatasa (3 |+ - - + + - + + +
d)
Benzamida - - - - + + - -
Captacién de | ND + ND ND - + - - ND
Hierro
Catalasa (45mm) + +
Catalasa termo- +
estable
Cloruro de sodio | + + + ND + + - + ND
5% (3d)
Cloruro de sodio | + + + ND + + - + ND
5% (14d)
Cloruro de sodio | + + + ND + + - + ND
5% (21d)
Dulcitol ND ND ND ND ND + - B
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a-Estearato

Beta-Estearato

+

Fosfatasa acida

ND

ND

Isonicotina-mida

Mac Conkey sin
cristal violeta

ND

ND

ND

Manitol

NH,OHCL (500
Hg/mL)

ND

Niacina

Nicotinami-da
(Fte. N)

Nitrito (Fte. N)

Oxalatos
(captacion)

ND

ND

ND

ND

ND

Oxigeno
(preferen-cia)

Pigmento

Pirazinami-dasa
en agar

Pironina B 0.01%
(crec)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Sorbitol

Succinami-da

TCH @
Hg/mL)

Temperatura
28°C

Temperatura
30°C
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Temperatura
37°C

Temperatura
42°C

Temperatura
45°C

Temperatura
52°C
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