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RESUMEN

Las herramientas y técnicas utilizadas convencionalmente, se han desarrollado de
manera que los pacientes sintomaticos positivos ingresen rapidamente al tratamiento
médico antituberculoso. Debido a ello, existe un incorrecto manejo y tratamiento de
casos en enfermedades causadas por micobacterias no tuberculosas. Por ello se
implement6é el método de identificacion de micobacterias Andlisis de Patrones de
Restriccion, a fin de contribuir en el diagndstico y tratamiento médico correcto al
paciente. Se analizaron 60 muestras aleatorias del banco de cepas del Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI) de Guayaquil, se realiz6 PBT y
se aplico el método PRA. El método PRA se basa en la escision del gen hsp65 con las
enzimas de restriccion BstEIl y Haelll, lo cual genera varios fragmentos de diferentes
tamanos; dichos fragmentos se comparan con patrones de referencia del sitio web
http://app.chuv.ch/prasite/index.html, de esta manera se conoce la especie. Por PBT
se identificaron 4 especies y 2 complejos. Por PRA se identificaron 7 especies y 1
complejo. Se compararon los resultados encontrando, 1 muestra no identificada por
PRA, 1 muestra discordante. Estos resultados se ven soporta dos por los antecedentes
del paciente, por lo que se requiere de un manejo de la informacion claro y completo
para este tipo de estudios. Finalmente se concluye que PRA es un método rapido,
accesible e idéneo para la identificacion de MNT. Se recomienda incrementar

esfuerzos en estudios moleculares de micobacterias a nivel nacional.

Palabras claves: Tuberculosis, PBT, PRA, MNT.


http://app.chuv.ch/prasite/index.html

INDICE GENERAL

RESUMEN ...ttt et e e anbbe e e VI
INDICE GENERAL ....oovvieee et en ettt n s s st VII
ABREVIATURAS . ...ttt et e e e s ennaeeas X
INDICE DE FIGURAS.........oovieiieeeeeeeeeee ettt en st XIHI
INDICE DE TABLAS .....ooooieeteeeeeeeeee ettt ettt en st XVI
INDICE DE ANEXOS......cooiiiiiiiieeiseieeeeeees s st es ettt en s s ese s, XVII
INTRODUGCCION ....oooiiiaiciieieieesisessse s sss et 1
CAPITUIO L. 6
ANTECEDENTES ..ottt e e e nnnaeeas 6
1.1 GENEIAHTAUES ... 6
1.2 Clasificacion de 1as MiCODACLENIAS ...........cccovvrierieiiiieiiesc e 10
1.3 Mecanismo de INFECCION .......ccveiviiiiiieiiere e 14
1.4 EpIdemiologia.......c.cceiiiieiiicce e 21
1.4.1  Tuberculosis €N el MUNAO ........ccooviiiiiieiiiiese e 21
1.4.1.1 Situacion de la tuberculosis n ECUBAON ...........ccovveiieiiiiiiiiiicieeeeee 22
1.4.2  Micobacterias No Tuberculosas en el Mundo...........cccocveviiieiiciienienenn 25
1.4.3  Control Mundial de Infecciones Causadas por Micobacterias.................... 27
1.4.3.1 Control de Tuberculosis en ECUadOr ............ccovveiiiiieniiieicec e 27
1.4.3.2 MIQraCiON Y TB ......ccoiiieeiiie ettt 29
1.5 Micobacterias NO TUDerculosas ...........ccoevveiiiiiiieniciiee e, 30

1.5.1  Origen de las Infecciones por Micobacterias No Tuberculosas .................. 33



1.6 Tratamiento MEICO. .....cc.ueiiiiiiie e 34
1.7 RESISTENCIA. ...t 38
1.8 Métodos de Identificacion/DiagnOStiCo ........cceeveiieiiriieiiic e, 41
1.8.1  Identificacion FENOLIPICA ......cc.eeviiiiiiiiieii e 43
1.8.2  Métodos Bioquimicos de Identificacion...........cccceevvvevieeviesiee e, 45
1.9 DiagnOstico MOIECUIAN ........c.eeiiieiiiii e 47
1.9.1  Enzimas de Restriccion 0 Endonucleasas............cocovveriieniiniicinenceenn 47
1.9.2  GENNSPBS ... 48
1.9.3  MEt0dOS 0 EXIFACCION. ....c.vviiiieiiiieiiee ettt 51
1.9.4  Anaélisis de Patrones de RestricCiOn (PRA) ......coovvviiiiiiiiiie e 53
1.9.5  Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) .... 53
(O 011 111 [0 1SR 54
MATERIALES Y METODOS........coiiiiiiiieeeeceeeee ettt es s 54
2.1 Lugar de realizaCiOn............cccveeiiiiieiiie e 54
2.2 (00T 0T PO PP P PP PRPPP 54
2.3 DeSCripCION A& CEPAS.....ccvvreetireeiiieeecieeeeee st e et sre e ee e are e 58
2.4 Pruebas Bioquimicas de Tipificacion ............c.cccevviveiiiee e 58
2.4.1  Produccion de niacina (20, 75) .....cccvureeiiieeiiie e 58
2.4.2  Prueba de Nitrato Reduccion (20, 70, 75).....cccccciveeiire e 60
2.4.3  Inhibicion de Catalasa a 68°C (20, 39, 75) .....ccovvveiviiieiiiee e 61
2.4.4  Tomade HIerro (70) ....ccueeoiieeiiiee et 63
2.4.5  Hidrolisis de TWEEN (70)....c.ueeiiiie et 64



P I O =T 7 W (0 OSSPSR 65

2.5 [NACLIVACION B CEPAS .. eovveeviieiie sttt 65
2.6 TECNICaS MOIECUIAIES. .......ccuieeiiie e 66
2.6.1  EXracCion del ADN........cooiiiiiiiiieiie e 66
2.6.2  Amplificacion de ADN — PCR (8) ....ccveiiiiieiiii e 68
2.6.3  Digestién de las muestras con enzimas de restricCion...........ccccevcvvivvvennnnnn 69
2.6.4  Diagnostico e Identificacion de micObacterias..........cccovvvvevveiiieerivesinesnnn, 70
2.6.5  AnAlisis de RESUIAUOS .......c.eeiuiiiiiiiiie e 74
CAPITUIO 3. 76
RESULTADOS ...ttt e ettt e e et a e e s nntb e e e s anbaeeee e 76
3.1 Identificacion de TB y Micobacterias No Tuberculosas..............ccceeveennne. 76
3.1.1 Identificacion por Métodos Bioquimicos de Tipificacion ...............c.c........ 76
3.2 Analisis de Métodos de EXIraCCiON ..........cccvevviieerienienieiieese e 83
3.3 Identificacion por Analisis de Patrones de Restriccion (PRA) ................... 83
3.4 Comparacion de ReSUItAd0S .........ccvveiiiiee e 92
35 Caracteristicas de las Cepas ldentificadas.............cccceeviveeviieeiiieeiiiee e, 96
(01011 111 [0 1 PSSR 100
DISCUSION......cooiiiii it 100
CONGCLUSIONES ... ..t 105

RECOMENDACIONES ... 108



ABREVIATURAS
ADN Acido Desoxirribonucleico

ARN Acido Ribonucleico

AT Antes Tratados

baar Bacilo Acido Alcohol Resistente
BK Baciloscopia

C Carbono

°C Grado Celsius

CD4 Cluster of Cuadruple Differentiation
CMTB Complejo Mycobacterium tuberculosis
DDHH  Derechos Humanos

DOTS Tratamiento Directamente Observado

DX Diagnostico
E Etambutol
H Isoniacida

HSP Heat-Shock Protein
INF Y Interferon Gamma

IUATLD International Union Against Tuberculosis and Lungs Diseases

kHz Kilohercio
LAM Lipoarabinomananos
MA Micobacterias Ambientales

MAC Complejo Mycobacterium avium



MAI
MCR
MCL
MDR
MNT
MSP
ODM
OMS
pb
PBT
PCT
PRA

PSD

RFLP

SIDA
SNS
SR
TO
B

TBEP

Mycobacterium avium intracellulare
Micobacterias de Crecimiento Répido
Micobacterias de Crecimiento Lento
Multidrogo Resistente

Micobacterias No Tuberculosas
Ministerio de Salud Publica

Objetivo de Desarrollo del Milenio
Organizacion Mundial de la Salud
Pares de Bases

Pruebas Bioquimicas de Tipificacion
Programa de Control de la Tuberculosis
Andlisis de Patrones de Restriccion
Prueba de Sensibilidad a Drogas
Rifampicina

Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion
Estreptomicina

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Sistema Nacional de Salud

Sintomatico Respiratorio

Temperatura

Tuberculosis

Tuberculosis Extra Pulmonar



TBP

VIH

WHO

XDR

Tuberculosis Pulmonar

Virus de Inmunodeficiencia Humana
World Health Organization

Drogo Resistencia Extendida

Pirazinamida



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema de la pared y membrana celular de las micobacterias (16). .... 7
Figura 2. Mecanismo Principal de Activacion de Linfocitos-T o destruccion de
macrdfagos por antigenos micobacterianos (32). .......covvevvveriveiieeiie e 16
Figura 3. Balance entre Mycobacterium tuberculosis y el sistema inmune del
NOSPEABIO (33). -ttt 17

Figura 4. Tasas de casos nuevos en todas sus formas e incidencia TBP BK (+).

Ecuador, 1993-2007 (4L1).....cccuiiiieieeeiee ettt 23
Figura 5. Tasa Estimada de Incidencia de Tuberculosis, 2013 (4).........c.ccccv... 24
Figura 6. Tasa Estimada de Incidencia de Tuberculosis, 2011 (6)...........ccceun.... 25
Figura 7. Tasa Estimada de Incidencia de Tuberculosis, 2010 (40).................... 25
Figura 8. Porcentaje de casos NUeVOS MDR-TB (4).....cccovviviviiiiieniiieeiiiee e, 40
Figura 9. Porcentajes de MDR-TB tratados previamente (6). ..........cccceeevveennnen. 40

Figura 10. Pacientes con confirmacion de laboratorio que empezaron el
tratamiento XDR-TB (4). ...uciiie oottt e e te e e e e e anee e 41
Figura 11. Clasificacion de las Micobacterias Atipicas segun Runyon (24, 28).45
Figura 12. Alineamiento de una secuencia parcial de hsp65 de cepas tipo de
MCR. M. tuberculosis es usada como referencia; los nucle6tido mostrados indican las
diferencias en las secuencias comparadas con MTB. El primer nucleétido
corresponde a la posicidn 416 de la secuencia publicada de MTB (12)..................... 50
Figura 13. Origen de muestras con sospecha de Tuberculosis. ......................... 56

Figura 14. TIPO U8 MUESEIA. ...eeeiiiee ettt 57



Figura 15.  Sitio de internet para identificacion de Micobacterias. .................... 71
Figura 16. Menu para identificacion de eSpecies..........ccovvvrviereriiiiieiieiiennen, 71
Figura 17. Seleccion de sitios patrones de restriccion de endonucleasas. ......... 72
Figura 18. Men0 desplegado para seleccion de patrones de restriccién de enzima
1S 1 = I 72
Figura 19. Men0 desplegado para seleccion de patrones de restriccién de enzima
[ F= U= 1 TSP PP PP RTTPPPPPPPPPPP 73
Figura 20. Forma simplificada de busqueda. ...........ccccovveiiieniienieiie e 73
Figura 21. Boton de seleccion para probar la mezcla de fragmentos de
reStriCCION OBLENIAOS. ......oeiiie e 74
Figura 22. Lista de especies con perfiles cercanos a los propuestos. ................ 74
Figura 23. Porcentaje de micobacterias identificadas. .............ccccevvvveviineinnnnnn 77
Figura 24. Micobacterias identificadas por PBT. .......cccccoviveiviieeviee e 77
Figura 25. Micobacterias  Identificadas por Pruebas Bioquimicas de
TIPIFICACION. ... et e e a e et e e et e e e srb e e e snneeeanreee s 78
Figura 26. Extraccion por método PRA. ........covi oo 83
Figura 27. Extraccion por método RFLP. .......cc.coooviiiiii e 83
Figura 28. Producto de PCR digerido con enzima BStEII..............cccccooeeinnn. 84
Figura 29. Patrones de restriccion con enzima Haelll.............ccccccooveiiineinnn, 85
Figura 30. Micobacteria No Tuberculosas Identificadas por PRA.................... 88
Figura 31. Micobacterias identificadas por PRA.........c.cccooveiiiie i 88
Figura 32. Proporcién de Micobacterias Identificadas mediante PRA. ............. 89



Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura

Figura

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Caracteristicas de la cepa Mycobacterium tuberculosis tipo 1......... 96
Caracteristicas de la cepa Mycobacterium abscessus tipo2.............. 96

Caracteristicas de la cepa Mycobacterium avium s. avium tipo 1.... 97

Caracteristicas de la cepa Mycobacterium chelonae tipo 1.............. 97
Caracteristicas de la cepa Mycobacterium flavescens tipo 1. .......... 98
Caracteristicas de la cepa Mycobacterium fortuitum tipo 1. ............ 98
Caracteristicas de la cepa Mycobacterium intracellulare tipo 1. ...... 99
Caracteristicas de la cepa Mycobacterium intracellulare tipo 5. ...... 99



INDICE DE TABLAS

Tabla . Clasificacion de las Micobacterias — Adaptado de Ramos e Silva (25, 27,
P2 ) DRSS PP UPTURPRPPRPPRS 11

Tabla ll.  Clasificacion de las Micobacterias por las enfermedades que producen

Tabla I1l.  Esquema de clasificacion clinica de Micobacterias No Tuberculosas
propuesto por Woods y Washington (29, 30)........ccccveiiieiiiieeiiee e 13
Tabla IV. Clasificacion de Micobacterias que cominmente causan enfermedades
€N hUMANOS (29). ...t 14

Tabla V. Factores de Riesgo que aumentan la probabilidad de contraer

TUDEICUIOSIS (25). +vveiuvvee ittt ettt e e et e et e e e snb e e e nnaeeennneee s 18
Tabla VVI.  Categorias de tratamiento antituberculoso en Ecuador (41) ................ 36
Tabla VII.  Procedencia de MUESEIES.........cccueiviiriiienieiieiieie e 55
Tabla VIIL.  Tipo de origen de MUESLIA. ........ccovuveeiiieeiiie e 57

Tabla IX. Resultados de Pruebas Bioquimicas de Tipificacion en Micobacterias
NO TUDEICUIOSES. ... 80
Tabla X. Resultados de Pruebas Bioquimicas de Tipificacion................cc......... 81
Tabla XI.  Patrones de Restriccion observados en el gel comparados con los
MOSLrados N PRASITE. ...t 86
Tabla XIl. Resultados obtenidos en base a la lectura de los fragmentos de

restriccion. 90



Tabla XI1l.  Cuantificacion de Micobacterias Identificadas por Pruebas
Moleculares. 92

Tabla XIV.  Comparacion de resultados de identificacion de Micobacterias No
Tuberculosas obtenidos por Pruebas Bioquimicas de Tipificacion y Analisis de
Patrones de RESLICCION. .......ccvveiiieiie ettt 93
Tabla XV. Comparacion de resultados de identificacion de Micobacterias
Tuberculosas obtenidos por Pruebas Bioquimicas de Tipificacién y Analisis de
Patrones de RESIIICCION. ......vveeieiiee e et e et e et e e e et e e e et e e e e enees 94

Tabla XVI. Discordancias encontradas en 10s resultados. ..........ccooevveveieeeeeeennnn. 95



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A - AGENTES ANTIMICOBACTERIANOS A CONSIDERAR PARA LA

PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS

ANEXO B - TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES PULMONARES
ASOCIADAS A MICOBACTERIAS DE CRECIMEINTO RAPIDO (108). ......... 111
ANEXO C - BASES DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE TIPIFICACION...112
ANEXO D - ALGUNAS CARACTERISTICAS UTILES PARA LA
DIFERENCIACION DE MICOBACTERIAS (70, 109)........vccvrveereeereeeesererennees 117
ANEXO E - DESCRIPCION DE CEPAS: ANTECEDENTES Y CLINICA DE
PACIENTES ....oveoeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese s s e eee e eees e s eees e eeese e 118
ANEXO F - REACTIVO DE GRIESS: SOLUCION Ay SOLUCION B (70). .....121
ANEXO G - REACTIVOS PARA PREPARAR LA MASTER MIX POR
IMUESTRA (). .vveeevveeeeeeeeeeseeeeeeseeeeseeeeeeeeseeeeeseseseseeeeseseeeeeeseeeseseeenese s 122
ANEXO H - PROGRAMA EN QUE SE REALIZA LA PCR (8). c...cevvveerereeeer. 123

ANEXO | - PREPARACION DE LA MEZCLA PARA RESTRICCION DE GENES

ANEXO J - PALINDROME DE RECONOCIMIENTO DE ENZIMAS DE
RESTRICCION (110, 111). oviviieeieiiceeieteeeete ettt 125
ANEXO K - ALGORITMO DE PATRONES PRA PARA 34 ESPECIES LA
DIFERENCIACION DE MICOBACTERIAS A NIVEL ESPECIE PROPUESTO

POR TELENTI (L0). . eteetiettete sttt 126



ANEXO L - ALGORITMO PARA LA DIFERENCIACION DE MICOBACTERIAS
DE IMPORTANCIA CLINICA Y DE LABORATORIO A NIVEL DE ESPECIE

PROPUESTO POR DEVALLOIS (A7) .coieiiieiee et 127



INTRODUCCION

La familia Mycobacteriaceae teniendo como Unico miembro al género
Mycobacterium, consta de patogenos de alta relevancia a nivel mundial en la salud
humana: Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae (y recientemente
descubierta Mycobacterium lepromatosis (1, 2)), causantes de dos enfermedades de
alto impacto en la poblacion, Tuberculosis (TB) y lepra, respectivamente.

El género Mycobacterium comprende cerca de 100 especies, muchas de ellas son
patogenas para el hombre y los animales y es bien conocido que la mayoria de las que
afectan la salud humana pertenecen al Complejo Mycobacterium tuberculosis

(CMTB).

La lepra es una enfermedad poco contagiosa, considerada una enfermedad infecciosa
cronica, que puede ser transmitida por estrecho contacto con personas enfermas no
tratadas. En las personas infectadas no tratadas, “la lepra puede causar lesiones
progresivas y permanentes en la piel, los nervios, las extremidades y los ojos” (3).

Segun cifras oficiales de la OMS (3), en el 2012 habia una prevalencia de 189.018



casos reportados por 115 paises, y se notificaron 232.857 casos nuevos para el mismo
afio. Al ser una bacteria no cultivable en medio s6lido, no se han obtenido muestras
de este organismo. Por ello, esta micobacteria no serd tratada a fondo en el presente

estudio.

La tuberculosis es una enfermedad prevenible y curable, pero debido al abandono de
tratamientos y apariciébn de nuevas cepas circundantes, altamente patdgenas
naturalmente resistentes, el nimero de casos nuevos y prevalentes no disminuye en la
tasa esperada. Adicional a ello, a medida que aumentan las personas infectadas con
VIH, los casos de coinfeccion TB-VIH aumentan. En el 2013 produjo 9 millones de
casos nuevos, y 1.5 millones de muertes, entre ellos 80 mil nifios y 360 mil casos TB-

VIH a nivel mundial (4).

Los datos mostrados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) durante més de
una década, demuestran el constante esfuerzo en busca de nuevos meétodos de
deteccidn y posibles curas de la TB. Sumado a esto se han desarrollado programas de
medicacion y estrictos controles en la toma de los mismos. Aun con tantos esfuerzos,
las cifras de nuevos casos y mortalidad, siguen siendo altas.

En 2005 y 2006 se reportaron 9.1 y 9.2 millones de casos nuevos respectivamente a
nivel mundial. Para el afio 2007, la OMS (5) reportd 5.6 millones de casos nuevos,
con un estimado de 1.32 millones de muertes, entre ellos 456 mil eran VIH positivos.

Para el afio 2008 la incidencia global de casos nuevos de tuberculosis fue de 9.4



millones, la mayoria de estos casos se presentaron en Asia (54,2%) y Africa (29,8%),

Africa tiene las tasas de muerte mas altas.

En el 2011 (6) se reportaron 9 millones de casos nuevos y 1.4 millones de muertes,
430 mil correspondia a personas VIH positivas.

Las Micobacterias No Tuberculosas (MNT) incluyen todas las especies del género
Mycobacterium que no se encuentran dentro del CMTB, conocidas antiguamente
como Atipicas, debido a que no eran asociadas directamente con la Tuberculosis (TB)
porque se creia no eran micobacterias tuberculosas (7). ES preciso mencionar que
muchos autores se refieren a ellas tambien como Micobacterias Ambientales (MA),
ya que se considera que, a diferencia de la TB que es transmitida persona a persona a
través de la tos, estas son adquiridas del ambiente. Las infecciones por MNT se
encuentran mayormente asociadas a personas con el sistema inmunoldgico
extremadamente debilitado, como en nifios o personas con SIDA, pero no se asocian

directamente como causa de muerte de estos pacientes.

Los casos reportados de Multidrogo Resistencia (MDR) no son solo casos de
recaidas, en los ultimos 5 afios se ha podido identificar casos de pacientes
contagiados por cepas resistentes provenientes de contactos cercanos. Los casos de
drogo resistencia extendida (XDR), no han aumentado alarmantemente, ya que los
individuos afectados, se encuentran bajo control y observacién continua.

Actualmente existen técnicas y equipos que en pocos pasos pueden darnos acceso a

un resultado, que pueden indicar desde la presencia de bacilos en una muestra, hasta



la deteccion de resistencia a los farmacos que se utilizan para combatir la
tuberculosis. Sin embargo, las necesidades observadas por la alta prevalencia y
persistencia de la TB, el aparecimiento de cepas resistentes MDR y XDR, la alta
demanda de resultados rapidos y confiables sobre todo en paises de escasos desarrollo
(pocos recursos), no se ha podido satisfacer por completo, por la falta de acceso a

estas tecnologias y equipamientos.

Adicionalmente, en lo ultimos afos, se ha observado una prevalencia y creciente tasa
de casos de infeccién por Micobacterias No Tuberculosas (MNT), las que son mas
dificiles de tratar, poco curables, y en muchos casos, tardiamente detectables. A pesar
de ser de baja carga en la poblacion, al ser bacterias oportunistas, altamente patdgenas
distribuidas en el ambiente representan un potencial riesgo, sobre todo para pacientes

inmunodeprimidos.

Conociendo la necesidad de generacidn de herramientas que den resultados rapidos y
confiables para un correcto diagnéstico y tratamiento de la enfermedad; se ha
aplicado una técnica util para la identificacion de Micobacterias, considerando el
hecho de su importancia e interés en la salud pablica. En base a las necesidades
observadas, para esta investigacion se considero la aplicacion de la técnica Analisis
de Patrones de Restriccion (PRA) (8, 9) (8)para la identificacion rapida de
Micobacterias No Tuberculosas de crecimiento rapido y crecimiento lento, basandose
en la técnica de Telenti (8, 10, 11), que involucra la amplificacién del gen hsp 65

(12), un gen presente en todas las micobacterias, y el uso de enzimas de restriccion



que generan segmentos con diferentes pesos moleculares, a estos segmentos se los
denomina patrones de restriccién. Estos patrones son comparados en una base de
datos emitida por investigadores especialistas en el Micobacterias. Cabe mencionar

que los patrones generados son especificos para cada organismo.

Este proyecto de investigacion fue establecido basandose en los siguientes objetivos:

Objetivo General
v’ Tipificar micobacterias a partir de cepas inactivadas usando analisis de Patrones

de Restriccion mediante endonucleasas del tipo I1.

Objetivos Especificos

e Implementar el procedimiento de analisis de Patrones de Restriccion para la
tipificacion de Micobacterias a partir de cepas inactivadas como herramienta
de diagnostico para el Centro de Referencia Nacional de Tuberculosis y
Otras Micobacterias.

e Analizar los resultados obtenidos de las cepas ecuatorianas mediante la
metodologia del analisis de Patrones de Restriccion con el banco
internacional de perfiles de restriccion de micobacterias residente en el sitio
web http://app.chuv.ch/prasite/index.html.

e Comparar los resultados obtenidos con las pruebas bioquimicas

convencionales.


http://app.chuv.ch/prasite/index.html

CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Generalidades

La familia Mycobacteriaceae pertenece al orden Actynomicetales al igual que
Corinebacteria y Nocardiae (13, 14). Se diferencia de estas dos ultimas, por la
propiedad de ser bacterias acido-alcohol resistente y por el alto contenido de acidos

micdlicos en su pared celular.

Las micobacterias son muy parecidas a las bacterias Gram positivas, aunque frente a
la tincion de Gram son débilmente Gram positivas 0 no se tifien, aunque ambos
poseen peptidoglicano, en las micobacterias las moléculas unidas o asociadas a este
polimero son de naturaleza lipidica en lugar de proteinas y lipopolisacaridos, como en

otras bacterias (14, 15).



Presentan membrana plasmatica y pared celular (16). La pared celular (Figura 1) esta

constituida por tres capas:

e Capa interna: compuesta por peptidoglicano, su estructura es similar a la de
otras bacterias.

e Capa media: compuesta por polisacarido arabinogalactano, en sus extremos
distales se encuentra esterificado con &cidos grasos de alto peso molecular,
acidos micdlicos (60-90 atomos de C).

e Capa externa: no se conoce su composicion exacta, pero se la relaciona con

una estructura glucolipidica.
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Figura 1. Esquema de la pared y membrana celular de las micobacterias (16).

La membrana plasmatica de las micobacterias es una membrana biologica trilaminar
clasica. Tiene caracteristicas como la presencia de moléculas de lipopolisacaridos,
lipoarabinomananos (LAM), lipomananos y fosfatidil-inositol-manosidos (14, 15).

A la compleja estructura de membrana se atribuye:

e Resistencia a farmacos



e Impermeabilidad a colorantes

¢ Resistencia a compuestos &cidos y alcalinos.

e Supervivencia dentro de macrofagos
La familia Mycobacteriaceae teniendo como Unico miembro al género
Mycobacterium, consta de patdégenos de alta relevancia a nivel mundial en la salud
humana: Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae (y recientemente
descubierta Mycobacterium lepromatosis (1, 2)), causantes de dos enfermedades de

alto impacto en la poblacion, Tuberculosis (TB) y lepra, respectivamente.

El género Mycobacterium comprende cerca de 100 especies, entre ellas patdégenos
primarios, oportunistas y saprofitas (14, 17), se caracterizan por ser bacilos de 3 a 5
um de longitud, algunos ligeramente curvos en un extremo; inmoviles, no
esporulados, con abundantes granulos citoplasmaticos, poseen alta resistencia a
colorantes comunes, pero una vez tefiidos, son resistentes a la decoloracion con
alcohol acido. Algunos son aerobios y otros microaerélidos. En su estructura
contienen entre 20-60% de lipidos y alto contenido de citosina-guanina en la

composicion del ADN, 60-72 moles (14, 15).

Las micobacterias tienen un metabolismo muy variable. Pueden ser cultivadas en
medios s6lidos y medios liquidos. Las micobacterias de crecimiento rapido (MCR)
crecen alrededor de los 3 primeros dias de cultivo en medios simples. Algunas
micobacterias de crecimiento lento (MCL) necesitan medios enriquecidos. M. leprae

aun no ha podido ser cultivada in vitro.



Después del descubrimiento de Koch en 1882, fueron identificadas mdaltiples
micobacterias, pero eran comunmente relacionadas con contaminacion o colonizacion
transitoria. No fue hasta 1950 cuando se relacion6 al complejo MAC con enfermedad

pulmonar y diseminada en pacientes con SIDA (14, 17, 18).

Muchas de las micobacterias son patogenas para el hombre y los animales y es bien
conocido que la mayoria de las que afectan la salud humana pertenecen al Complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB). La denominacion de Tuberculosis (TB)
comprende a la producida por el CMTB integrado por: M. tuberculosis, M. bovis, M.

africanum, M. microti y M. canetti (19-22).

Existen casos pulmonares en donde derivan el diagndstico (por técnicas
microbioldgicas o de microscopia) a Tuberculosis (TB), por ser la principal
micobacteria asociada a enfermedades pulmonares, haciendo a un lado la infeccion
por micobacterias no tuberculosas (MNT). Esto sucede a menudo en paises donde la

carga de TB, es considerada de gran importancia sobre otras infecciones (23).

Las micobacteriosis no asociadas con TB, pueden ser confundidas en algunos casos,
por la clinica o sintomatologia muy parecida con TB resistente, o viceversa. Incluso,
las pruebas para deteccién de baar son sensibles pero poco especificas, ya que se
limitan a la deteccién del microorganismo pero no llegan a su identificacion por la

morfologia.
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El cultivo es sensible, pero también muy generalizado. En este tipo de técnica, se
visualizan las colonias de micobacterias, pero solo se puede diferenciar si se trata de

MCR (crecimiento de 3 a 10 dias) o MCL (crecimiento en mas de 10 dias).

La principal técnica involucrada en el tratamiento adecuado de la TB ha sido la
prueba de sensibilidad a drogas (PSD). Estos resultados son utilizados para proveer
del tratamiento médico correcto a los pacientes dependiendo de las drogas a las que es
sensible y resistente. Al presentarse un resultado de PSD con resistencia a méas de tres
drogas de primera linea, se suele sospechar de la presencia de una MNT. Si nos
encontramos con casos como estos, las cepas o cultivos, son derivados a la practica

de técnicas bioquimicas de tipificacion (PBT).

Los tratamientos para TB son largos y constan de diversas drogas, lo que provoca
abandono de tratamientos, y son estos casos, a excepcion de casos aislados (ej: VIH,
Diabetes), los que involucran fracasos a los tratamientos y el aparecimiento de cepas

drogo resistentes.

1.2 Clasificacion de las Micobacterias

Clasificacion de las Micobacterias (24, 25). La clasificacion de las Micobacterias ha
sufrido una serie de cambios y adaptaciones ligados al tipo de parametros
considerados para su identificacion. Timpe y Runyon en 1954 (13, 14, 17, 24-26)
clasificaron en cuatro grupos a las Micobacterias (Tabla 1) en base a la velocidad,

produccidn de pigmento en presencia o ausencia de luz, y caracteristicas coloniales.
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Tabla l. Clasificacion de las Micobacterias — Adaptado de Ramos e Silva (25,
27, 28).

Velocidad de
Grupo crecimiento | Gérmenes

Crecimiento Lento

. kansasii,
. marinum,
. Simiae, M. asiaticum.
. scrofulaceum,
. szulgai,
.gordonae,
. flavescens

Grupo | Fotocromogenos 2-3

(Pigmento amarillo con luz) Semanas

Grupo Il Escotocromdgenos 2-3

=L

(Pigmento naranja amarillo sin luz) [ Semanas

Grupo 111 No Crom6genos 2-3

. tuberculosis,

avium,

. intracellulare,

. ulcerans, M. xenopi,
malho,

. malmoense,

. haemofilum,

. terrae, M. triviale,

. gastri,

. paratuberculosis.

(No producen pigmentos ) Semanas

zzzzzzzZ=

Crecimiento Rapido

Grupo IV 3-5 dias

. fortuitum,

. chelonae,

. abscessus,

. sSmegmatis,
immunoenum,

. mucogenicum,
goodi, M. wolinskyi,
. peregrinum,

. septicum,

. senegalense.

z |[zzzzzzzzzz=

No Cultivable . leprae

Caminero en el 2001 (17) , expone una clasificacidn en base a las enfermedades que

ellas producen (0):
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Tabla Il. Clasificacion de las Micobacterias por las enfermedades que producen

7).
Enfermedad | Especie comun Geografia Morfologia Inusuales
M. avium complex | Todo el mundo Lento crecimiento no M. simiae
pigmentada M. szulgai
M. fortuitum
M. kansasii USA, Europa Pigmentada M. celatum
M. asiaticum
Pulmonar M. abscessus Todo el mundo, pero Crecimiento rapido M. shimodii
mayoria USA. M. haemophilum
M. xenopi Europa, Canada No pigementada M. smegmatis
M. malmoense Norte de Europa, Lento crecimiento
Inglaterra Pigmentada
M. avium complex | Todo el mundo Lento crecimiento no M. fortuitum
pigmentada M. chelonae
M. scrofulaceum | Todo el mundo Por lo general no M. abscessus
Linfadenitis pigmentada M. kansasii
M. haemophilum
M. malmoense Norte de Europa, Pigmentada
Inglaterra
M. marinum Todo el mundo Lento crecimiento M. avium complex
M. kansasii
M. fortuitum Todo el mundo, Fotocromégena, bajas M. nonchromogenicum
aunque mayoria USA. | temperaturas M. smegmatis
M. haemophilum
Cutanea M. chelonae USA R_épido crecimiento, no
pigmentada
M. abscessus Australia, trépicos Crecimiento rapido
M. ulcerans africa, Asia Crecimiento lento,
pigmentada
M. avium complex | Todo el mundo Cultivos de VIH M. abscessus
pigmentadas M. xenopi
M. malmoense
M. kansasii USA Fotocromdgenas M. genavense
M. simiae
Diseminada | M. chelonae USA No pigmentada M. conspicuum
M. marinum
M. haemophilum USA, Australia M. fortuitum

No pigmentada, requiere
hemina, bajas
temperaturas y CO2

Ademas de las clasificaciones ya conocidas, se han hecho otras propuestas (Tabla Il

y Tabla IV):
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Tabla I11. Esquema de clasificacion clinica de Micobacterias No Tuberculosas
propuesto por Woods y Washington (29, 30).

Especies potencialmente patdgenas en humanos

. avium-intracellulare

. kansasii

. fortuitum-chelonae complex
. scrofulaceum

. Xenopi

. szulgai

. malmoense

I L L

M. simiae

. genavense

. marinum

. ulcerans

. haemophilum
. celatum

< <L

Micobacterias saprofitas que
raramente causan enfermedad
en humanos

Especies con tasa media
de crecimiento

. gordonae

. asiaticum

. terrae-triviale complex
. shimoidei

. gastri

. nonchromogenicum

. paratuberculosis

=TI L L

M. flavescens

Especies de crecimiento
rapido

M. thermoresistible

M. smegmatis

M. vaccae

M. parafortuitum complex
M. plhei
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Tabla 1V. Clasificacion de Micobacterias que cominmente causan enfermedades
en humanos (29).

Mycobacterium tuberculosis complex

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium africanum

Mycobacterium leprae

Micobacterias de Crecimiento lento

Mycobacterium kansasii
Mycobacterium marinum
Mycobacterium avium complex
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium malmoense
Mycobacterium simiae
Mycobacterium ulcerans
Mycobacterium xenopi

Micobacterias de Crecimiento Rapido

Mycobacterium fortuitum (grupo)
Mycobacterium chelonae
Mycobacterium abscessus complex
Mycobacterium mucogenicum

1.3 Mecanismo de Infeccion

1.3.1 Mecanismo de Infeccion de la TB

Los bacilos de Koch son adquiridos del aire a través de pequefias gotas de saliva (14,
17, 31) cargadas de bacilos, que expulsa la persona infectada con tuberculosis
pulmonar (4). La probabilidad de enfermar, estd mediada por la cantidad de bacilos

contenida en las gotas y el grado de inmunidad del individuo expuesto.
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Los bacilos de M. tuberculosis ingresan en la via respiratoria y son arrastrados por
las corrientes de aire al interior de los pulmones, pasan por los bronquios lobulares,
los bronquios segmentados hasta llegar y asentarse en los alvéolos. Es aqui, en los
alvéolos, donde son detectados por los macrdéfagos, células primarias del sistema
inmune, y son endocitados en espera de que se activen los receptores responsables de

la respuesta inmune.

El bacilo de la TB es dificilmente detectado debido a que disminuye la produccion de
interferon gamma (Inf ¥), uno de los principales activadores de la fagocitosis, por lo

tanto ellos se encuentran multiplicandose dentro de los macrofagos (Figura 2).

En el estado latente de la enfermedad, al fracasar la fagocitosis, macrofagos activados
se fusionan a los macréfagos infectados para formar los granulomas. En ellos se
encapsulan grandes cantidades de bacilos que, debido a que carecen de toxicidad
primaria (14, 25) han sido inadvertidos dentro de los macrofagos y estos se han
multiplicado a una velocidad de 1 cada 12 o 24 horas. Los granulomas son una
respuesta del sistema inmunitario ante la presencia de un agente o cuerpo que no ha
podido identificado y eliminado, por lo tanto solo se aisla. Aqui, contindan

multiplicandose, pero no necesariamente el individuo enferma.

Mientras el sistema inmune del individuo se encuentre estable, este serd lo
suficientemente fuerte y habil para mantener los bacilos en estado latente o dormido,
una vez que las barreras inmunitarias se han debilitado, los bacilos contenidos en los

granulomas provocan que este se rompa, y estos bacilos son liberados al sistema,
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viajan por la sangre hasta la parte superior de los pulmones, incluso infectando otros

organos, entonces se produce la enfermedad (Figura 3).
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Figura 2. Mecanismo Principal de Activacion de Linfocitos-T o destruccion de
macrdfagos por antigenos micobacterianos (32).
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Figura 3. Balance entre Mycobacterium tuberculosis y el sistema inmune del
hospedero (33).

Existen factores de riesgo (Tabla V) que aumentan la probabilidad de desarrollar

tuberculosis después de una infeccién primaria, e incluso pueden hacerla mas grave.
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En general, todas las condiciones que involucren depresion del sistema inmunoldgico
pueden ser factores de riesgo, como lo indican Farga y Caminero (17, 25) en el
siguiente cuadro:

Tabla V. Factores de Riesgo que aumentan la probabilidad de contraer
Tuberculosis (25).

FACTORES DE RIESGO DEMOSTRADOS

Infeccion por VIH/SIDA
Infecciones recientes

Lesiones fibroticas pulmonares
Silicosis

Tratamientos con anti-TNF

Insuficiencia renal, trasplante renal

FACTORES DE RIESGO CON INSUFICIENTE EVIDENCIA O DE MENOR IMPACTO

Resecciones gastrointestinales

Enfermedades malignas del sistema linfatico

Diabetes

Hemofilia

Tratamientos prolongados con cortico esteroides y otros inmunosupresores
Embarazo y puerperio

Abuso de sustancias adictivas: tabaquismo, alcoholismo y otras
Edades extremas

Desnutricion proteica y peso inferior al normal

Factores sociales

Poblaciones especiales

Factores genéticos

Toda condicion con severa depresion de la inmunidad celular

Factores asociados a M. tuberculosis
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La edad es un factor considerado importante durante una infeccion por M.
tuberculosis; esto se relaciona a que en diferentes épocas de la vida el ser humano se
encuentra en un constante desarrollo y madurez, sufre alteraciones y cambios en el
sistema inmunoldgico (25). Por ejemplo, durante los primeros afios de vida, el
organismo se encuentra adaptandose al medio y reforzando un sistema inmunoldgico
que se estad formando, si ocurre una primoinfeccion en el lactante (25), pueden
desarrollarse diseminaciones hematdgenas lo que es muy grave (17, 25). Durante la
pubertad, entre los 12 y 15 afios, el desarrollo hormonal provoca cierto desbalance en
el sistema inmunoldgico, si se da una infeccion es muy seguro que se desarrolle la
enfermedad; y, durante la vejez, la infeccion se relaciona a menudo con reinfecciones,

ya sea de tipo endogena o exdgena.

La sintomatologia pulmonar es por lo general variable e inespecifica. Esto dificulta
un diagnostico claro y conciso. Cuando el diagnostico se deriva de una prueba
radioldgica sugestiva para TB y una BK positiva, se diagnostica como tuberculosis
pulmonar (TBP) y el paciente es ingresado directamente al tratamiento con drogas

antituberculosas.

1.3.2 Mecanismos de infeccién de Micobacterias No Tuberculosas

Si bien es cierto, un individuo enfermo es un reservorio de micobacterias, pero se
sabe poco de infecciones causadas de persona a persona. El principal reservorio y
medio de infeccién es el ambiente contaminado, ya sea el suelo, el agua o los

alimentos (14, 17, 18).
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El mecanismo de infeccion mas aceptado ha sido el de dispersion de
microorganismos en la afeccion respiratoria y su ingestién via digestiva, coman en
casos de linfadenitis en nifios y en las formas diseminadas de SIDA (colonizacion del
tracto digestivo) (17). Esto es referente a la escasa evidencia de transmision de la
infeccidn por personas infectadas por MNT. Auln se desconocen las diversas rutas de
infeccion por MNT. Otro mecanismo de transmision puede ser via cutanea (25) al
mantener contacto cercano con heridas expuestas altamente infecciosas. Aunque esto

no necesariamente involucra una infeccion como en TB o lepra (14).

Las infecciones diseminadas por MNT son observadas cominmente en pacientes
cuyos Linfocitos T CD4+ decaen en los 50 ml (CD4<50) (17, 23, 34). Por ello se
considera gque en los paises con altos endemismo de coinfeccion TB-VIH (18, 21, 35),
los pacientes con SIDA usualmente mueren de TB u otra infeccion antes de que sus
cédulas CD4+ decaigan tanto como para permitir que haya una infeccion por MNT

(23).

Pueden existir otros hechos no ligados a la infeccion con VIH que pueden provocar
que el sistema inmunolégico se debilite. Casos como transplantes, enfermedades de
co-morbilidad (afecciones al sistema respiratorio), y otros casos asociados. Algunos
autores reportan la importancia de la susceptibilidad genética frente a una infeccién
por MNT, como sucede en una mutacion multiple en el gen receptor 1 al interferon-c

(36), y con consanguinidad parental.
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1.4 Epidemiologia

1.4.1 Tuberculosis en el Mundo

Los principales parametros que permiten analizar la situacion de la Tuberculosis en
un grupo humano son: las tasas de infeccion, de morbilidad y mortalidad (31).
La TB en el 2013 produjo 9 millones de casos nuevos, y 1.5 millones de muertes,

entre ellos 80 mil nifios y 360 mil casos TB-VIH a nivel mundial (4).

En 2005 y 2006 se reportaron 9.1 y 9.2 millones de casos nuevos respectivamente a
nivel mundial. Para el afio 2007, la OMS (37) reportd 5.6 millones de casos nuevos,
con un estimado de 1.32 millones de muertes, entre ellos 456 mil eran VVIH positivos.
La Organizacion Mundial de la Salud estimo que en el afio 2008 la incidencia global
de casos nuevos de tuberculosis fue de 9.4 millones; la mayoria de estos casos se
presentaron en Asia (54,2%) y Africa (29,8%), con una menor proporcion en las
regiones del Mediterraneo Oriental (6,9%), Europa (4,6%) y las Ameéricas (3%). India
y China juntas reportan cerca del 40% de los casos de TB en el mundo. Africa tiene
las tasas de muerte per capita mas altas (31).

En el 2011 (38) se reportaron 9 millones de casos nuevos y 1.4 millones de muertes,

430 mil correspondia a personas VIH positivas.

La estimacion de la carga de TB en nifios (menores de 15 afios) es dificil. Hubo un
estimado de medio millon de casos y 64 mil muertes de nifios en 2011. En este mismo

afio fueron notificados a los programas nacionales de control de la tuberculosis (PCT)
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y reportados a la OMS 5.8 millones de casos nuevos diagnosticados; sobre 3.4
millones de casos notificados en 1995, pero estos datos corresponden tan solo a dos

tercios del total estimado para el 2011: 8.7 millones de casos.

A nivel mundial, se estima que el 3,7% de los casos nuevos y el 20% de los casos
antes tratados (AT) son Tuberculosis Multidrogo Resistente (TB-MDR). Las mayores
proporciones de pacientes con TB-MDR se encuentran en Europa oriental y Asia
central. India, China, la Federacion de Rusia y Sudafrica tienen casi el 60% de los
casos mundiales de TB-MDR. Casi el 80% de los casos de tuberculosis con
coinfeccion de  VIH (TB-VIH) residen en Africa (38), estas cifras siguen

aumentando.

1.4.1.1 Situacion de la tuberculosis en Ecuador

Aunque el nimero de casos nuevos sigue en aumento, las tasas de incidencia
empiezan a descender lentamente, alrededor del 1% por afio en todas las regiones,

exceptuando Europa, en donde las cifras son estables (31).

La tuberculosis aun en la actualidad es considerada un problema de Salud Pdblica en
nuestro pais (39, 40). Aunque el area de la Salud, encargada de notificar los avances a
nivel nacional de los PCT, reporta una disminucion en los indicadores
epidemiologicos para los ultimos 10 afios, para el afio 2006 se observa una
prevalencia del 42% de casos de tuberculosis pulmonar con Baciloscopias Positivas

(TBP BK+) (Figura 4) (41). A pesar de que para este afio, ain no se habia
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implementado la Estrategia de tratamiento acortado directamente observado (por sus
siglas en inglés DOTS) en todos los establecimientos del Ministerio de Salud (41).

Segun datos del PCT, la tasa de éxito en el resultado del tratamiento fue de 85%,
siendo afectado principalmente por los abandonos: 8%, aunque estos reportes solo

corresponden a las Provincias en donde se implemento la técnica DOTS.
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Figura 4. Tasas de casos nuevos en todas sus formas e incidencia TBP BK (+). Ecuador, 1993-
2007 (41).

La OMS reporta que en el 2011 (6), 6,2 millones de casos TB fueron notificados a los
PCT y OMS; 5,8 millones correspondian a casos nuevos y 0.4 millones a pacientes

tratados previamente a los que se les habian cambiado el tratamiento.

Los casos de TB notificados se han estabilizado en los ultimos afios, en 2011 se
encuentra representado por el 66% de los casos (rango de 64-69%) de la incidencia de
casos estimados. Se necesita mayores esfuerzos para garantizar que todos los casos

detectados sean notificados al PCT.




1.4.1.2 Incidencia de Casos de Tuberculosis a Nivel Mundial
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La Tuberculosis continla siendo una enfermedad de alto impacto, que afecta

principalmente a poblaciones de bajos recursos, esto se debe a las condiciones de

vida, estado inmunoldgico de los individuos expuestos, y la accesibilidad a la

medicacion adecuada.

En los afios 2012 y 2013 no se reporta un alto impacto en la incidencia de casos

(Figura 5). Estas cifras son estables. Pero es notable el cambio y el impacto entre los

afios 2010 al 2013 (Figura 6Figura 7). Se observa una disminucién de casos nuevos

en algunos paises, pero en otros han aumentado. Esta disminucién de casos nuevos,

no necesariamente explica la ausencia de los mismos, puede deberse a la mala gestion

de reporte de casos 0 a la dificil accesibilidad a estos datos.
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Figura 5.

Tasa Estimada de Incidencia de Tuberculosis, 2013 (4).
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Figura 6. Tasa Estimada de Incidencia de Tuberculosis, 2011 (6).
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Figura 7. Tasa Estimada de Incidencia de Tuberculosis, 2010 (40).

1.4.2 Micobacterias No Tuberculosas en el Mundo

La mayoria de las infecciones clinicas (>90%) se encuentran relacionadas con MNT

de crecimiento rapido, lideradas por M. fortuitum, M. chelonae y M. abscesus,
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comunmente asociadas con infecciones de heridas quirtrgicas como en operaciones

cardiacas, mamoplastias y otras cirugias estéticas (17).

M. abscesus y M. fortuitum estan ligadas a alteraciones gastroesofagicas. M. abscesus
reporta el 85% de casos de infecciones pulmonares, M. avium y M. scrofulaceum se

encuentran presentes en nifios con adenopatias periféricas.

La clinica mas comunmente observada, ademas de la ya mencionada, ha sido
pulmonar, absceso en la piel y partes blandas, linfadenitis y osteomielitis; este Gltimo
asociado con el complejo M. avium (MAC), M. kansasii, M. marinum, M. fortuitum,

M. chelonae y M. scrofulaceum (17).

La Union Internacional por las Enfermedades del Pulmén y la Tuberculosis
(International Union Against Tuberculosis and Lungs Diseases IUATLD por sus
siglas en inglés) reviso los datos de 14 paises y se encontré que el MAC, fue la
especie mas frecuentemente aislada en los catorce paises. Entre ellos se incluye
China, Korea e India. Mientras que M. fortuitum fue descrita como mas frecuente en
Bélgica (2,1%), Republica Checa (17,5%), Dinamarca (5,3%), Finlandia (6,7%),
Francia (6,5%), Alemania (12,2%), Italia (2,5%), Portugal (16,5%), Espafia (10,8%),
Suiza (17,5%), Turquia (33,9%) y el Reino Unido (6,0%) (23).

En Ecuador no existen reportes oficializados sobre infecciones causadas por MNT, ya

que no son consideradas de alto impacto como es el caso de la TB. Algunas de ellas
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se reportan dentro de las enfermedades desatendidas con mayor afluencia de

infecciones causadas por el complejo MAC.

1.4.3 Control Mundial de Infecciones Causadas por Micobacterias

1.4.3.1 Control de Tuberculosis en Ecuador

En Ecuador existe el Programa de Control de la Tuberculosis (PCT) (39, 41, 42) es el
sistema que brinda atencidn integral, y coordina con otros proveedores del sector de
la salud, asegurando la deteccion, diagnostico y tratamiento, con la finalidad de
disminuir la morbilidad, mortalidad y evitar la reaparicion de resistencia a drogas

antituberculosas.

El PCT fue desarrollado para el cumplimiento de los objetivos de Desarrollo del
Milenio (ODM), Sistema Nacional de Salud (SNS) y Derechos Humanos (DDHH),
con abordaje integral, sistematico y sostenido: lograr disminuir la morbilidad y

mortalidad de tuberculosis en el pais para el afio 2015 (41, 43).

Su rol principal consiste en realizar un control de la tuberculosis mediante el acceso a
un diagndstico de calidad y el cumplimiento con el tratamiento directamente
observado (DOTS) para reducir la carga socioecondmica sujeta a la TB, y proteger las
poblaciones vulnerables contra la TB, la coinfeccion TB/VIH vy el desarrollo de méas
casos de TB-MDR.

ElI PCT para garantizar el cumplimiento cabal de sus objetivos, se encuentra integrado

por especialista multidisciplinarios y expertos en la asistencia y control de la
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Tuberculosis, como Médicos, Enfermeras, Laboratorista, Trabajadores Sociales,

Psic6logos y otros.

El Ministerio de Salud Publica (MSP), a través de los centros de salud, Hospitales y
areas de salud, y todos los organismos que forman parte del PCT, se encargan de
detectar casos nuevos Yy realizar el seguimiento cercano al progreso del paciente. La
deteccion de casos es identificar precozmente a los enfermos de TBP mediante
busqueda y captacion permanete de sintomasticos respiratorios (SR), que son las
personas que presentan tos y flema por mas de 15 dias, ya que los paciente con TBP
ademas de ser muy contagiosos, son los de mayor mortalidad. Al detectar un caso, se
debe iniciar inmediatamente el tratameinto correspondiente de manera oportuna. Esto
sirve para cortar la cadena de transmision de la enfermedad y prevenir la muerte de

los enfermos.

Un caso es toda persona diagnosticada con TB, con o sin confirmacion bacteriolégica
(cultivo) y a quien se inicia un tratamiento antituberculoso. El tipo de caso se define
por la localizacion de la enfermedad, el resultado de la baciloscopia (BK), y por los
antecedentes del paciente, es decir si ha recibido tratamiento previo contra la TB.

Se puede considerar que una persona padece TBP cuando el resultado de una 0 mas
baciloscopias son positivos (TBPBK+); si se observa una o mas BK- y un cultivo +
(TBPBK-C+); o cuando el paciente presenta una 0 mas BK- y un cultivo -, pero en
base a criterios clinicos, epidemioldgicos, inmunolédgicos o diagnostico por imagenes

(rayos X), el médico (solo el médico) lo considera un caso de TBPBK-C-.
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Un caso de tuberculosis extra pulmonar (TBEP) se diagnostica en pacientes que
tienen TB en otros drganos que no son los pulmones, y a los que se debe ingresar a

tratamiento.

Los tipos de TBEP que se observan frecuentementes son: pleural, ganglionar,

genitourinaria, osteoarticular, miliar, meningea.

1.4.3.2 Migraciony TB

Aunque se cree que por el hecho de haber controlado las tasas de Tuberculosis en los
paises industrializados y del primer mundo la enfermedad habia desaparecido, en las
ultimas décadas se observa un notorio aumento de casos, esto se debe principalmente
a la falta de control y apoyo a paises subdesarrollados, quienes sustentan un alto
nimero de casos de TB, y la migracidbn de muchos casos no reportado o no

controlados a estos paises desarrollados.

Estos casos, no solo provocan aumento de estadisticas por los casos propiamente;
adicionalmente expanden la enfermedad generando la aparicién de nuevos casos en
los habitantes originarios de ciertos sitios. Estos casos son mas dificiles de captar

debido a la poca cobertura y escaso control de pacientes migrantes.

En muchos paises desarrollados, se puede observar una doble curva en la tendencia de
casos de TB, una descendente, propia de enfermos nacidos en el pais, y una
ascendente, correspondiente a enfermos nacidos en otros paises. En algunos casos,

estas curvas ya se han cruzado. Son pocos los paises que se han preocupado de llevar
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un control para Tuberculosis durante el ingreso de migrantes, aunque en algunos

casos estas medidas son poco eficaces.

Estos mecanismos de control incluyen una radiografia de térax (que es un
procedimiento muy generalizado) para descartar Tuberculosis pulmonar, o la prueba
de la tuberculina, que se ha observado en algunos casos puede generar efectos
secundarios; como en los casos reportados en Estados Unidos, donde pacientes con
SIDA, a los que se les inyectd la PPD-B (7, 44), un antigeno preparado de una cepa
de M. intracellulare (cepa catalogada dentro del complejo M. avium) reaccionaron

adquiriendo una enfermedad por micobacterias no tuberculosas.

1.5 Micobacterias No Tuberculosas

El término Micobacterias Atipicas fue introducido por Timpe y Runyon en 1954 (13,
14, 17, 26), para diferenciarlas de MTB y M. leprae. Otro término utilizado es
Micobacterias Ambientales (MA) debido a que se encuentran ampliamente
distribuidas en el medio ambiente, y pueden ser aisladas de suelo, lagos, rios,
pantanos, piscinas, acuarios, polvo y vegetacion, incluso de grifos y desagies, asi
como de algunos vertebrados de sangre fria como los batracios, serpientes y peces. En
el ser humano se pueden aislar de saliva, piel y heces (10, 18, 25, 27, 45-47). En la
actualidad se las denomina micobacterias no tuberculosas (MNT) ya que como su
nombre lo indica, son bacterias consideradas fuera del complejo tuberculoso.

En las Gltimas décadas se ha observado una creciente tendencia en infecciones por

MNT, son capaces de producir enfermedades y debido a ello, se han vuelto de interés
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y alta importancia en diversos estudios que reportan y describen el rol de las
micobacterias no tuberculosas en enfermedades humanas y animales (17, 48, 49).

En los Gltimos afios se ha descrito un aumento de casos por MNT en paises
desarrollados, principalmente en personas con SIDA incluyendo nifios. Antes del
aparecimiento de la epidemia de SIDA, las muertes causadas por micobacterias no
tuberculosas eran pulmonares, confinadas a nédulos de linfomas cervicales, limitadas
a la piel, aunque en raros casos, diseminadas al resto del cuerpo. Las enfermedades
pulmonares eran encontradas predominantemente en personas de sexo masculino de

aproximadamente 60 afos.

Como resultado de diversos estudios se concluyo que el riesgo de infeccién depende
del grado de inmunodepresion del paciente, estos casos se relacionan a procesos
obstructivos pulmonares, en pacientes inmunodeprimidos, personas que reciben

trasplantes, o en casos postquirurgicos.

No existen datos o estudios concretos sobre la incidencia o prevalencia de infecciones
por MNT. Los datos encontrados son sugestivos y aproximados, y se encuentran
ligados a los emitidos por los laboratorios en base a identificacion y aislamientos. Las
infecciones por MNT mas comunes incluyen enfermedades pulmonares, pero también

se puede observar lesiones en la piel, tejidos blandos y linfaticos (49).

Se conoce poco acerca de un periodo de latencia de la infeccion causada por MNT;
por su parte el agente causal de la infeccion se encuentra ligado a la zona geografica

en donde predominan, a esto se puede asociar el grado de inmunodepresion o la edad.
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En ausencia de evidencia de transmision persona-persona, se propuso que las
personas eran infectadas a través de recursos ambientales via aerosoles, es decir
captadas del medio ambiente (7, 17, 50, 51). Las diferencias regionales en la
frecuencia de personas que muestran evidencia de una infeccién predominantemente
por micobacterias no tuberculosas, fueron consistentes con esta hipotesis (44) ya que
se asegura que existe una variabilidad geografica y estacional en la distribucion de las
MNT. También se propuso que, la infeccidn por micobacterias no tuberculosas,
podria proveer de cierto grado de inmunidad frente a una infeccion por M.

tuberculosis (44, 52), esto no es un hecho.

Los mecanismos o rutas de infeccion se asocian a los reservorios para cada especie y
en base a ello se estima el posible origen de brotes infecciosos. M. avium complex
tiene su reservorio en los grifos de agua, evidenciadas en epidemias por transmision a
través de grifos de hospital. De igual manera, el reservorio para M. kansasii son los
sistemas de conduccién de agua y grifos. M. xenopi necesita temperatura mayor a 28
°C, comunmente aislada de grifos con calefaccion. M. marinum se transmite a traves
de agua salada, agua embalsada y piscinas, M. fortuitum, M. chelonae y M. abscesus,

son aisladas principalmente de la tierra y el agua.

En Espafia, M. kansasii es la MNT mas frecuente en aislados de pacientes sin SIDA,
M. avium complex es la segunda mas frecuente. El escenario cambia para las personas
con SIDA, quienes principalmente se encuentran infectadas con M. avium complex.

Ciertos casos pueden estar asociados a factores de riesgo como tabaquismo,
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existencia de patologia pulmonar subyacente (enfermedad pulmonar obstructiva

cronica), silicosis, TB residual y bronquiectasias (17).

La Unién Internacional por la Enfermedades del Pulmén y la Tuberculosis (IUATLD
por sus siglas en inglés) revisaron los datos de 14 paises y encontraron que el
complejo M. avium (MAC) fue la especie mas frecuentemente aislada en los catorce
paises. Entre ellos se incluye China, Korea e India. Mientras que M. fortuitum fue
descrita como maés frecuente el Bélgica (2,1%), Republica Checa (17,5%), Dinamarca
(5,3%), Finlandia (6,7%), Francia (6,5%), Alemania (12,2%), Italia (2,5%), Portugal
(16,5%), Esparia (10,8%), Suiza (17,5%), Turquia (33,9%) y el Reino Unido (6,0%),
lo que sugiere que estos ambientes son el reservorio de estas MNT (23).

1.5.1 Origen de las Infecciones por Micobacterias No Tuberculosas

Las MNT, son consideradas microorganismos ampliamente distribuidos en la
naturaleza, por ello se sugiere que en pacientes con antecedentes de afecciones
pulmonares, existe la posibilidad de contaminacion o de infecciones transitorias, ya
que en muestras de esputo han sido aislados muy pocos microorganismos, este cuadro
clinico es la colonizacion, que se caracteriza por minimos infiltrados pulmonares,
estables, no cavitados y con aislamientos esporadicos de MNT en el esputo (17).

Se desconoce el aparecimiento de muchas micobacterias, pero algunas han podido ser
aisladas a partir de su posible origen. Por ejemplo: M. chelonei fue aislada de la
tortuga en 1903, M. fortuitum (antiguamente M. ranae) fue aislado en1905 de un sapo
y en 1938 de una infeccion cutanea, M. abscesus fue aislada en 1953 de un absceso

de rodilla (25).
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1.5.2 Casos Micobacterias No Tuberculosas

En un estudio se encontrd la relacion entre personas de raza blanca con linfadenitis
por MNT y personas no caucasicas se relacionan con TB (23, 53). Esto explica
porque las poblaciones con altas tasa de TB presentan baja de tasa de infeccién por

MNT (23).

En Tailandia (54), se encontrd que cerca de la mitad (46%) de los casos asociados con

infecciones por MNT VIH negativos, fueron asociados a granjeros.

Los organos comunmente asociados son los nddulos linfaticos (89%), seguidos por
piel y tejidos blandos (26%). Las heridas generadas por las actividades agricolas,
expuestas a agua o suelo contaminadas con MNT invaden los tejidos causando una

infeccion.

1.6 Tratamiento Médico

1.6.1 Tratamiento Médico para Tuberculosis

Se realizan controles mensuales del tratamiento, por técnica de baciloscopia. El
resultado esperado, para un paciente sensible a todas las drogas de primera linea es
que al segundo mes de tratamiento se encuentre negativizando. Si los controles
resultan positivos, mas del tiempo esperado, se solicita una Prueba de Sensibilidad
(PSD) al Laboratorio Nacional. El resultado obtenido de la PSD guiard al médico en

el seguimiento del caso.
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La eficacia del Esquema Uno (Tabla V1) se basa en el cumplimiento total de las dosis
mas que en el nimero de meses de tratamiento, este esquema esté indicado para todos
los casos nuevos:

e Casos nuevos con TBP, BK+, BK-C+, BK-C-.

e Casos con TBEP

e Casos nuevos con coinfeccion TB-VIH.
El esquema dos (Tabla VI) esta indicado para todos los casos pulmonares o extra
pulmonares confirmados con baciloscopia y cultivo en cuyo antecedente se indica ser
antes tratado (41):

e Recaidas

e Abandonos recuperados

e Fracasos al tratamiento

De no ser el tratamiento correcto, la infeccion puede empeorar, debido a ello es
recomendable espera el resultado de cultivo y posteriormente una prueba de
sensibilidad (PSD) para conocer, en cierta forma, en un escenario mas amplio el caso,

con la finalidad de dar el diagndstico correcto y el tratamiento adecuado.



Tabla VI. Categorias de tratamiento antituberculoso en Ecuador (41)
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Categoria de
Tratamiento
Antituberculoso

Pacientes con
Tuberculosis

Regimenes Terapéuticos

Fase Inicial

Fase de
Continuacion

Esquema |

Casos nuevos:
TBPBK +

TBPBK - C +

TBPBK - C -

TB extrapulmonar
Comorbilidad TB/VIH

2HRZE

4H3R3

Esquema 11

Casos con tratamiento
previo:

Recaidas

Abandono Recuperado
Otros

2HRZES-
1HRZE

SH3R3E3

(TB infantil
menores de 7 afios)

Caso de TB infantil < 7
anos

2HRZ

4H3Rs3

v

En caso de resistencia a
drogas de primera linea
y/o segunda linea)

Regimenes estandarizado e
individualizado para TB MDR.

1.6.2 Tratamiento de Micobacterias No Tuberculosas

La mayoria de las MNT son resistentes a los farmacos antituberculosos de primera

linea, aunque son sensibles a una parte de los antibidticos tradicionales (Anexo Ay

B). Existen caracteristicas fisiologicas de las micobacterias no tuberculosas que

sirven como impedimento para que se logre una terapia efectiva; estas dos

caracteristicas, la alta hidrofobicidad de la superficie celular y la barrera de

permeabilidad, se cree son las que contribuyen en la resistencia a un amplio rango de

antibiéticos.
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El tratamiento varia en relacion a la MNT que se encuentra infectando al paciente y
de la sensibilidad antimicrobiana. Aln existen dudas sobre el tiempo de tratamiento y
las dosis; esto va a depender de factores como la especie, el estado inmunolédgico del
paciente y la presentacion clinica. En pacientes VIH (+) se debe tomar mayor
atencion, ya que los factores a analizar son méas especificos, como la estabilidad de la
enfermedad, la edad del paciente, los efectos secundarios, la tolerancia y la larga

duracion del tratamiento antibidtico.

El tiempo adecuado para un tratamiento a MNT se estima hasta de 12 meses después
de la negativizacion del cultivo. Las mejoras se observan entre el tercer y sexto mes
del inicio de tratamiento, en caso contrario, existe sospecha de resistencia 0 mala

tolerancia al tratamiento antimicrobiano (17).

Se presume que la relativa hidrofobicidad de las micobacterias no tuberculosas
restringen la actividad de la mayoria de las drogas hidrofilicas; esta observacion ha
motivado la sintesis de pruebas a derivados hidrofobicos de drogas que delimitan la
actividad anti-micobacteriana. Estos derivados hidrofobicos han demostrado
grandiosas actividades anti-micobacterianas; por ejemplo, Rifabutin, un derivado
hidrofobico de Rifampin, ha demostrado ser efectivo en la profilaxis y tratamiento
para las infecciones causadas por micobacterias no tuberculosas. Con la posible
excepcion en micobacterias no tuberculosas de crecimiento rapido, se cree que, el
mayor determinante para la resistencia de antibioticos, es la presencia de una pared

celular asociada a barreras permeables (7, 55-57). Existe evidencia de la presencia de
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baja permeabilidad en células de M. chelonae a moléculas hidrofilicas como
penicilina, glucosa, glicerol, glicina y leucina (7, 58-60). Aquellos antibioticos para
los que el objetivo es la pared celular: Etambutol, son usualmente combinados con

otros con diferente objetivo, Estreptomicina, Ciprofloxacina o Rifampin (61-66).

Existen numerosos lineamientos publicados para la profilaxis y tratamiento para la
infeccion de micobacterias no tuberculosas, especialmente dirigidas alrededor de M.
avium. El avance méas importante ha sido la introduccion de nuevos macrolidos al
tratamiento. Los macrdlidos como la claritromicina, son la pieza fundamental en el
tratamiento de casos con M. avium complex. Rifabutina (quinolona derivado de la
Rifampicina S) y claritromicina han demostrado ser farmacos efectivos. El
tratamiento estdndar se basa en la asociacion de tres farmacos: Claritromicina o
Azitromicina, Rifabutina o0 R y E. En pacientes de bajo peso o adultos mayores se
puede utilizar quinolonas: Rifabutina, Clofazimina, Amikacina y S. En pacientes VIH

se deben modificar las dosis, y esto queda a criterio de un experto.

1.7 Resistencia

Los organismos pueden resistir la actividad de los medicamentos antimicrobianos, lo
que provoca que los tratamientos convencionales se vuelvan ineficaces y las

infecciones persistan, esto incrementa el riesgo de propagacion (67).

Las bacterias pueden desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibidticos.

Se conocen dos tipos de resistencia. La resistencia natural o intrinseca que se da en
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bacterias que carecen de sitios de reconocimiento para un antibiético especifico, y la
resistencia adquirida; que se puede dar por mutacion o por mecanismos de

transferencia genética (68).

El uso incorrecto de los medicamentos antimicrobianos acelera ese fendmeno natural.
Las practicas inapropiadas para el control de las infecciones propician la propagacion

de la resistencia a los antimicrobianos (67).

En los casos en que se ha aplicado el tratamiento antituberculoso y este no tiene el
efecto esperado, se solicita una PSD. Por esta prueba se puede evidenciar diferentes
tipos de resistencias a los medicamentos antituberculosos de primera o segunda linea,
y pueden ser diagnosticados como casos de multidrogo resistencia (MDR), poli

resistencia o drogo resistencia extendida (XDR) (41).

La resistencia a los medicamentos antituberculosos puede estar ligada a diferentes
factores, ya sea por abandono de tratamiento, por el metabolismo del paciente, como

en caso de Diabetes o VIH, o por resistencia natural de la cepa.

1.7.1 Multidrogo Resistencia — MDR

Multidrogo Resistencia 0 MDR (Figura 8), es un término o clasificacion utilizado
para indicar la resistencia de una cepa de tuberculosis a por lo menos los principales

medicamentes de primera linea. Estos son Isoniacida (H) y Rifampicina (R) (4, 41).
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) Subnational data only
0 not applicable

Figura 8. Porcentaje de casos huevos MDR-TB (4).

A nivel mundial existen cifras muy altas de MDR. La proporcién de casos nuevos
detectados de MDR-TB para el 2013 fue de 3,5%; esto no ha cambiado con respecto
a los ultimos afios; se estimO para este mismo afio que 480 mil personas a nivel
mundial tienen MDR-TB, estos datos involucran pacientes previamente tratados que

corresponden al 20,5% del total de casos de TB (Figura 9) (4).

v Subnational data only
/ Not applicable

Figura 9. Porcentajes de MDR-TB tratados previamente (6).
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1.7.2 Drogo Resistencia Extendida — XDR

Drogo Resistencia Extendida o XDR, es un término utilizado para referirse a los
pacientes MDR que ademas han desarrollado resistencia a una quinolona y a uno o
mas inyectables de segunda linea: Kanamicina, Amikacina y Capreomicina (41).

Se estima que el 9,0% de los pacientes con MDR-TB han desarrollado TB con drogo

resistencia extendida (XDR-TB) (4).

En 2013 se reportaron 3.232 casos de XDR-TB (Figura 10), correspondiente a 54
paises. Estas cifras estan cerca de duplicar los 1,852 casos reportados en 2012.
Claramente se observa la necesidad de nuevas drogas y nuevos métodos para

sobrellevar y controlar los casos XDR-TB.

o
Number of

4 o
3 \., patients °
o R, U
-’j e \ .
[ 1099 )
I 100499 / /
I =500 QWM .//"‘
[ Nodata o %
I ot applicable

Figura 10. Pacientes con confirmacion de laboratorio que empezaron el tratamiento XDR-TB

(4).

1.8 Métodos de Identificacién/Diagnostico
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A lo largo del tiempo se han desarrollado metodologias, técnicas, métodos y criterios

para la identificacion de las micobacterias.

Por muchos afios, la identificacion de micobacterias se encontraba ligada a los
resultados fenotipicos y resultados de pruebas bioquimicos de especies aisladas en

medios de cultivo (69, 70).

Los métodos convencionales utilizados para el diagnéstico de micobacterias toman
mucho tiempo y en ocasiones pueden ser poco precisos.

Existen diferentes técnicas (31, 36, 37, 69) como cromatografia de capa delgada,
cromatografia de gas liquido, cromatografia liquida de alta calidad e incluso
secuenciacion genética, amplificacion de secuencias de ADN especificas, hibridacion
con sondas de acidos nucleicos especificas (11, 19, 69, 71, 72), que son técnicas
bastante adecuadas pero involucran una fuerte inversion para los laboratorios de

referencia en técnicas que deben ser rutinarias.

Las técnicas mas actuales como amplificacion de una region especifica se limitan a la
identificacion de una sola especie por prueba. Debido a ello, actualmente se han
desarrollado técnicas basadas en la amplificacion del gen hsp65 (8, 10, 73, 74); este
gen es luego sometido a digestion por enzimas de restriccion, que se refiere a la

incisién de una secuencia reconocida (por la enzima) en un gen.

Otras metodologias basadas en la digestion simultanea de sitios de restriccion dentro

de este gen, involucran mayor tiempo en analisis de resultados debido a la
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implementacion de mayor nimero de enzimas de restriccion comparadas con el

metodo descrito para PRA hsp65 (69).

Una correcta identificacion a nivel de especie es un paso critico en el manejo, y
tratamiento correcto del paciente. Estos resultados influyen en el tratamiento que se

dara al paciente y en la evaluacion de la necesidad de aislar al paciente.

1.8.1 Identificacion Fenotipica

Es de suma importancia conocer cudl es el agente causal de la infeccidn que presenta
un paciente para tratarlo con los agentes terapéuticos apropiados, asi como conocer
los métodos en los cuales se basa la identificacion microbiana (20, 70, 75, 76), pues

no todos los microorganismos se identifican por las mismas técnicas.

Se entiende por identificacion microbiana al conjunto de técnicas y procedimientos
que se aplican para establecer la identidad de un microorganismo.

La clasificacion propuesta por Runyon en 1959 (Figura 11), esta basada en
caracteristicas fenotipicas como la tasa de crecimiento o produccion de pigmento en
la oscuridad o por exposicion a la luz (20, 24, 28, 70), esta clasificacion se utiliza
como complemento para la identificacion de las micobacterias desde un nivel

macroscopico.

Grupo I: Lento crecimiento —Fotocromdgenas

Crecimiento abundante de los cultivos que producen pigmentos: cristales amarillos de
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caroteno, por exposicion a la luz, pero que no lo generan en la oscuridad. El

desarrollo de las colonias se produce entre 2 a 6 semanas.

Grupo II: Lento crecimiento-Escotocromdgenas

Los organismos desarrollan un pigmento amarillo brillante, en la luz y en la
oscuridad. Algunas cepas de M. scrofulaceum intensifican su coloracién por

exposicion a la luz. El desarrollo de las colonias se produce entre 2 a 6 semanas.

Grupo I11: Lento crecimiento - No fotocromodgenas

Incluye un nimero de especies que producen una pequefia cantidad de pigmento
amarillo palido. Expuestas a la luz brillante no intensifican su coloracion. La mayoria

presentan coloracion crema. El crecimiento es sumamente lento.

Grupo 1V: Répido crecimiento

Mientras que un grupo de las especies producen pigmento amarillo, otras no lo
poseen: M. fortuitum y M. chelonae. El desarrollo de las colonias se produce entre 2 a

7 dias.
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Figura 11. Clasificacion de las Micobacterias Atipicas segin Runyon (24, 28).

CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS "ATIPICAS" SEGUN RUNYON
GRUPO DESCRIPCION

Crecimiento lento. Colonias no pigmentadas en la
I. Fotocromdgenas oscuridad, los cultivos jovenes adquieren color
amarillo al exponerlos a la luz.

Crecimiento lento. Colonias pigmentadas,
I1. Escotocromogenas amarillentas o anaranjadas, aunque desarrollen en
oscuridad.

Crecimiento lento. Colonias no cromogenas
I11. No cromdgenas generalmente. En algunos casos los cultivos viejos
adquieren color amarillento.

Desarrollan colonias en los medios de cultivo en

IV. De crecimiento Rapido
menos de una semana.

1.8.2 Métodos Bioquimicos de Identificacion

Los métodos Bioquimicos y enzimaticos utilizados para la identificacion de
Micobacterias han sido implementados y adaptados por los laboratorios de referencia.
Estos métodos se basan en una serie de reacciones presentes ante un estimulo, o
procesos metabdlicos interrumpidos que al ser comparados con su control positivo,
indican la presencia o ausencia de una ruta metabdlica; algunas técnicas involucran

cambios de coloracion, desarrollo o crecimiento en medios limitantes, e incluso
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actividades enzimaticas degeneradas (39, 70, 77). Todos estos procedimientos son
evaluados por el ojo técnico del laboratorista, y depende de su conocimiento y

experiencia el interpretar correctamente lo observado.

La forma de proceder en el Laboratorio de Referencia del pais para la identificacion

de Micobacterias, es en base a pruebas basicas y pruebas complementarias.

Pruebas basicas se denomina al conjunto de pruebas bioquimicas y enzimaticas
utilizadas para la distincion de Mycobacterium tuberculosis (MTB) de las MNT. Se
utilizan tres pruebas: Prueba de la Niacina, Prueba de la Catalasa a 68°C y Nitrato
Reduccion (39, 70, 77). Si una de estas pruebas no es compatible con MTB, se

realizan las pruebas complementarias.

Las pruebas complementarias comprenden tres pruebas bioquimicas y enzimaticas,
cuyos resultados, sumado a los resultados de las pruebas basicas, guiaran al técnico a
la identificacion de la Micobacteria No Tuberculosas que se encuentra infectando al
paciente. Cabe mencionar que, para un diagnéstico mas confiable se deben revisar las

caracteristicas fenotipicas que contempla Runyon.

Cuando el escenario es distinto, si la cepa de interés de antemano es considerada
MNT, ya sea por su crecimiento, por la coloracién de las colonias, o por los
antecedentes del paciente facilitados por el laboratorio de procedencia, se parte con
las técnicas fenotipicas a fin de obtener un mayor nimero de resultados para un

diagndstico mas certero.
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Las Pruebas Biogquimicas de Tipificacion (20, 70, 75) utilizadas en el Laboratorio
Nacional de Micobacterias son pruebas basicas (Anexo Cy D ), en otros laboratorios

de investigacion suelen utilizar mas y diferente de pruebas.

1.9 Diagndstico Molecular

En los ultimos 20-30 afios, con la necesidad creciente de identificar un gran niamero
de especies, ademas de dar un temprano diagnostico, se han desarrollado nuevos
métodos rapidos y precisos para la identificacion de especies de micobacterias (69).

Muchos de los equipos y técnicas descritas, se basan principal y Unicamente en
detectar la presencia del Bacilo de la Tuberculosis, dejando de lado, el gran nimero
de Micobacterias Atipicas que en la actualidad forman parte de las estadisticas, y van

en aumento.

Algunos casos reportados como tuberculosis no detectada indican ser negativos para
tuberculosis, aunque estos resultados no contemplan la posibilidad de que el paciente
se encuentre infectado con micobacterias atipicas. Debido a ello se ha observado un
aumento en la tasa de casos nuevos de infeccion por Micobacterias atipicas, y las

pocas medidas tomadas para controlarlo hacen que estas infecciones prevalezcan.

1.9.1 Enzimas de Restriccion o Endonucleasas

Las endonucleasas (78) o enzimas de restriccion, son enzimas de bacterias que
degradan o cortan (hidrolizan) ADN en fragmentos definidos y reproducibles. Fueron

descubiertas en 1969 en las bacterias (79), forman parte de los mecanismos de
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defensa restriccion-modificacion contra DNA extrafio, como en los bacteriéfagos,

evitando que se establezcan en la célula.

Existen dos tipos de endonucleasas (79):
e Tipo I: requieren varios cofactores, y carecen de una secuencia especifica de
corte.
e Tipo II: requieren Mg®* como cofactor y son capaces de reconocer y cortar

secuencias especificas. Son las herramientas basicas de clonacion de genes.

1.9.2 Gen hsp65

Todos los organismos estudiados hasta la fecha responden a un aumento repentino de
la temperatura (es decir, un choque térmico) mediante el aumento de la tasa de
sintesis de un numero limitado de proteinas altamente conservadas. Esta respuesta es
Ilamada la respuesta de choque térmico, y las proteinas estan denominadas proteinas
de choque térmico (Heat Shock Protein-HSP). Estas proteinas se dividen en familias

basadas en el tamafio y la conservacion de la secuencia (80).

La familia 60 kDa heat-shock protein compuesta por hsp 60 y hsp 65, debido a su
ubicuidad y a su estructura primaria altamente conservada, han sido considerados
como Utiles marcadores filogenéticos para algunas eubacterias. (81). Se conoce que
las bacterias tienen una copia Unica del gen hsp 60 o 65 en su genoma (82), significa

que este gen no es transferido entre bacterias.
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El gen hsp65 (Figura 12) es un gen de copia Unica de 439 pb (10, 47, 81, 83, 84), el
gen codifica para la proteina 65 kDa que se encuentra presente en todas las especies
de micobacterias y contiene epitopos que son Unicos y comunes para varias especies
de micobacterias, tiene mayor variabilidad que el gen 16S ARNr, por ello es

comUnmente utilizado para la identificacion directa de especies de este género (12).
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El método descrito en este estudio, amplifica un miembro de la familia hsp60, a
proteina de choque térmico de 65 kDa (hsp65). Entre las micobacterias, esta es una
proteina bien conservada que Ileva un nimero limitado de polimorfismos especificos
de especie, y por lo tanto representa una diana particularmente util para la

identificacion de especies (80).

1.9.3 Métodos de extraccion

Aislar el DNA de las micobacterias resulta mas dificil que en otros microorganismos,
esto se debe a la gruesa membrana de peptidoglicano, caracteristica propia de la pared
celular de las micobacterias, lo que las hace resistentes a cierto nimero de buffers de

lisis (85, 86).

Existen diferentes tipos de muestras en donde se puede encontrar micobacterias, entre
ellas fluidos corporales, secreciones y excreciones como esputo, lavados alveolares y
bronco-alveolares, aspirados: gastrico, laringeo, abscesos y biopsias, leche, sangre,
fluidos cerebroespinales (87, 88). Hosek (85) describe ampliamente la comparacion
entre las diferentes propuestas de métodos y mecanismos para la extraccion de ADN
a partir de aislados microbiolégicos derivados de diferentes fluidos corporales, e
incluso de la misma cepa, considerando su origen. Demostrando segun los resultados

de varios estudios, los mas apropiados para cada tipo.

Existen diferentes mecanismos para extraer el material genético de una cepa de

micobacterias aislada:
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e Meétodos Fisicos: Basados en exposicion del material aislado al calor. Las
altas temperaturas rompen la membrana, lo que facilita el acceso al material
genético. Este proceso puede ser reemplazado por el uso de perlas de vidrio en
el proceso de sonicacion (20 kHz).

e Meétodos Quimicos: Estos métodos se basan principalmente en el uso de
reactivos que rompen membranas, precipitan proteinas, purifican y precipitan
el ADN, reactivos para lavados y finalmente para diluir y almacenar el

material genético.

El método de extraccion utilizado en este estudio ha sido tomado del “Procedimiento
de tipificacion de Mycobacterium tuberculosis mediante RFLP” propuesto por el

Instituto de Salud Pablica de Chile (89), basado en el método de Araya (90, 91).

Para el proceso de extraccion y purificacion de ADN se utiliza un método que
combina y simplifica métodos fisicos y quimicos en una asada de colonias
resuspendidas e inactivadas en agua destilada estéril. La Proteinasa K (PK) vy el
Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) actuan sobre la pared celular. Cetyltrimethyl
Ammonium Bromide (CTAB) y el Hidroxido de Sodio (NaOH) precipitan proteinas.
El ADN es purificado y extraido con cloroformo alcohol isoamilico 24:1. Finalmente
el ADN es precipitado con Isopropanol frio. El pellet de ADN es lavado con etanol y

disuelto en agua destilada.
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1.9.4 Andlisis de Patrones de Restriccion (PRA)

El analisis de patrones de restriccion se basa en la amplificacion de un gen y su
posterior restriccion con endonucleasas. Los patrones de las bandas obtenidas son
interpretados por la comparacién de tablas publicadas y patrones disponibles en un

sitio web basado en los descubrimientos de (8, 10, 47).

1.9.5 Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)

Una enzima de restriccion no corta siempre en el mismo punto una molécula de ADN
en dos individuos. Como consecuencia, se obtendran fragmentos de diferente tamafio
en dos individuos procesados. Los fragmentos desiguales viajaran a diferentes tasas
en el gel y las bandas formadas. Seguidos de hibridacion y radiografia, se localizaran
en diferentes posiciones en la pelicula. De esta manera se prueba el Polimorfismo de

la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (79, 89, 92).



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de realizacion

Las muestras fueron tomadas en diferentes centros de salud de siete provincias
del pais. Los procedimientos se realizaron en el Instituto Nacional de Salud Publica e
Investigacion de Guayaquil (INSPI Guayaquil) en el area de contencion tres y el

laboratorio de Biotecnologia Molecular del Subproceso de Micobacterias.
2.2 Cepas

Se proces6 60 cepas de pacientes (Anexo E) con sospecha de Tuberculosis pulmonar
(TBP) y extra pulmonar (TBEP), procedentes de siete provincias del pais (Tabla VII)
(0). Las cepas fueron tomadas de manera aleatoria del banco de cepas del INSPI
Guayaquil. EI 21,6% (13/60) de los pacientes son de sexo femenino, y el 78,4%

(47/60) son de sexo masculino. Los pacientes se encuentran entre los 4 y 96 afios de
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edad. El 6,7% (4/60) de los pacientes son menores de edad, y el 15% (9/60) son

pacientes adultos mayores.

Tabla VII. Procedencia de Muestras.
PROVINCIA CANTIDAD DE
CEPAS

EL ORO 23
ESMERALDAS 1
GUAYAS 29

LOS RIOS 1
SUCUMBIOS 1
MORONA SANTIAGO 4
AZUAY 1
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Distribucion de Cepas a Nivel Nacional

Ubicacion geografica de las muestras trabajadas
-81.000 -80.000 -79.000 -78.000 -77.000 -76.000
1.000 — 1.000
??\W
0.000 ,g.‘\v\ 0.000
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-2.000 \\ >/ -2.000
-3.000 <j\( 7 -3.000
-4,000 -4.000
Leyenda /
0 50 100 150 200 Km
5,000 L%_Casos de Tb [ e I
-81.000 -80.000 -79.000 -78.000 -77.000 -76.000

Figura 13. Origen de muestras con sospecha de Tuberculosis.

El 90% de las muestras son consideradas muestras pulmonares, el 10% restante

corresponde a muestras extra pulmonares (Figura 14) (Tabla VII1).
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Figura 14. Tipo de muestra.

Tabla VIII. Tipo de origen de muestra.
ESPUTO 51
MUESTRAS

PULMONARES ESPUTO INDUCIDO 1
ASPIRADO GASTRICO 2
GANGLIO 2
MUESTRAS EXTRA LAVADO BRONQUIAL 1

PULMONARES
LIQUIDO PLEURAL 2
ORINA 1
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El cultivo fue realizado por el método del escobillon (39, 77) en medio Ogawa
Kudoh, especifico para micobacterias, usando Hidroxido de Sodio (SODA) al 4%,
para descontaminacién. En algunos de los casos, el cultivo se obtuvo por método de
Petroff modificado (39, 77), que utiliza N-acetil cisteina como mucolitico, sembrando

0,2 ul de esta suspension en dos medios Lowenstein Jensen.

Las presencia de bacilos acido alcohol resistentes en los diferentes tipos de muestra

fue determinada por baciloscopia por la técnica de fijacion Ziehl-Neelsen.

2.3 Descripcion de Cepas

Para un correcto diagndstico, se evaldan principalmente los antecedentes del paciente
y las caracteristicas macroscopicas de la cepa. Una vez que estas observaciones
indiquen la necesidad de la identificacion de las micobacterias, se realiza el proceso

de tipificacion por pruebas bioquimicas.

2.4 Pruebas Bioquimicas de Tipificacion

Las pruebas bioquimicas (Anexo C y D) se realizan en una camara de flujo laminar
clase Il tipo A2, previamente esterilizada. En la cabina se coloca una base para
trabajar de algodon embebido con desinfectante (Vesphene 1%) para micobacterias.

2.4.1 Produccién de niacina (20, 75)

Materiales y Reactivos

e Tiras de papel reactivas comercial (BBLTM Taxo TM).
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Agua destilada esteéril

Pipetas estériles

Tubos tapa rosca de vidrio de 125x16
Control positivo: cepa de referencia H37Rv

Control negativo: discos de control.

Técnica

1. Cortar la superficie del medio con una espatula para extraer la niacina.

2. Agregar 1,5 ml de agua destilada estéril a cada tubo.

3. Colocar los tubos en forma horizontal para que la superficie del mismo esté en
contacto con el agua.

4. Incubar de 15 a 30 minutos a 37°C. Aflojar las tapas durante el periodo de
incubacion. Es muy importante la aireacion para la formacion de niacina.

5. Colocar el tubo en posicion vertical durante 5 minutos para permitir que el
fluido se ubique en el fondo del tubo.

6. Vaciar el contenido del mismo y colocar en un tubo limpio con tapa
correctamente rotulado.

7. Ubicar la tira de prueba como indica el fabricante, cerrar inmediatamente el
tubo.

8. Dejar a temperatura ambiente durante 15 a 20 minutos.

9. Ocasionalmente agitar. Observar el color del liquido en el fondo del tubo

contra una base blanca, descartar si la tira tiene cambio de color, ello puede

ocurrir por oxidacion quimica especialmente en la parte superior de la tira.



10. Neutralizar las tiras con hidréxido de sodio al 10%.

Interpretacion de resultados

Positivo: color amarillo

Negativo: no se observa cambio de coloracion

2.4.2 Prueba de Nitrato Reduccién (20, 70, 75)

Materiales y Reactivos
e Esta técnica se efectua en cultivos de menos de un mes.
e Solucion acuosa 0,01 M de nitrato de sodio (0,085%)
e Reactivo de Griess (Anexo F):
o Solucion A
o Solucion B
Conservar ambas soluciones en frascos ambar, en refrigeracion.
e Tubos tapa rosca de vidrio 125x16
e Agua destilada estéril
e Pipetas estériles
e Control positivo: Cepa de referencia H37Rv

e Control negativo: mezcla de reactivos sin colonias.

Técnica
1. Rotular los tubos con los codigos correspondientes.

2. Agregar 4 o0 5 gotas de agua destilada estéril a cada tubo.

60
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3. Agregar 1 o dos asadas de masa bacilar, a criterio del técnico, se homogeniza
la mezcla.

4. Agregar 2 ml de la solucion de Nitrato de Sodio.

5. Incubar por dos horas a 37°C. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

6. Se agrega 0,2 ml de la solucion A del reactivo de Griess.

7. Seagrega 0,2 ml de la solucion B del reactivo de Griess.

8. Se agita suavemente. Se procede a la lectura.

Interpretacion de los resultados
Reaccion positiva: coloracion roja
Reaccion débil o dudosa: coloracion rosada

Reaccidn negativa: no se observa reaccion (solucion transparente) o color rosa palido

2.4.3 Inhibicion de Catalasa a 68°C (20, 39, 75)

Materiales y Reactivos

e Tubos de tapa rosca de 125x16

e Pipetas

e Agua Oxigenada 110 volumenes (Solucion dde peroxido de hidrogeno al
30%). Debe ser conservada en refrigeracion.

e Solucion acuosa de Tween 80 al 10%. Conservar en refrigeracion.

e Solucion reguladora de fosfatos M/15, pH 7

e Control positivo: H37Rv

e Control Negativo: reactivos sin colonias
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Técnica

1. Utilizar aislamientos jovenes, de hasta tres semanas de desarrollo.

2. Agregar 0,5 ml de buffer fosfato pH 6,8 a cada tubo que debe estar correctamente
rotulado, dos por cada cepa incluidos los controles. Uno a temperatura ambiente y
otro a 68°C.

3. Transferir una asada abundante de cada cultivo a cada uno de los tubos (revisar el
rotulo de cada tubo).

4. Los tubos rotulados a temperatura ambiente se quedan en la cabina de
bioseguridad, mientras que los tubos rotulados a 68°C, se los lleva a bafio maria
por 20 minutos.

5. Se deja enfriar a temperatura ambiente los tubos incubados. Una vez frios, se
ubican en pares los tubos junto a sus correspondientes en T° ambiente.

6. Agregar a cada uno de los tubos 0,5 ml de una mezcla preparada en el momento
con partes iguales de la solucion acuosa de Tween 80 al 10% Yy agua oxigenada
100 volumenes (30%). Ajustar bien las tapas.

7. Observar si se desprenden burbujas desde la masa bacilar. Evitar agitar o mover
bruscamente los tubos, lo que puede generar confusion.

8. Observar nuevamente los tubos negativos luego de 20 minutos.

9. Registrar resultados.

Interpretacion de los Resultados

Reaccidn positiva: formacidn de burbujas en la parte superior de la solucion.
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Reaccion negativa: inhibicion de la formacion de burbujas.

2.4.4 Toma de Hierro (70)

Materiales y Reactivos
e Solucion acuosa de citrato de hierro amoniacal al 4%, esterilizada en
autoclave.
e Pipetas
e Control positivo: Cepa de control H37Rv con reactivo

e Control negativo: Cepa de control H37Rv con agua destilada estéril

Técnica

1. Rotular correctamente los tubos de control.

2. Registrar las cepas que se trabajan.

3. Colocar los tubos verticalmente y agregar 1 ml de soluciéon evitando el
contacto directo con la superficie del medio (se agrega por la pared interna del
tubo), incluido el control positivo.

4. Agregar agua destilada estéril al tubo de control negativo.

5. Incubar a 37°C por tres semanas.

6. Observar resultados y registrarlos.

Interpretacion de Resultados
Reaccidn positiva: entre la primera y tercera semana de incubacion, se observa un

color marrén que se extiende a las colonias por encima del nivel del liquido.
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Reaccidn negativa: No se observa reaccion.

245

Hidrolisis de Tween (70)

Materiales y Reactivos

Caldo de cultivo Bacto Neutral Red
Pipetas
Control positivo: Medio inoculado con Cepa de control H37Rv

Control negativo: Medio sin indculo

Técnica

1. Agregar una asada de colonias en el medio de cultivo.

2.

3.

Incubar sin contacto con la luz a 37°C.

Revisar la prueba a los 5y a los 10 dias, de ser el caso.

Observar cada tubo a los cinco dias comparando con el control positivo y
registrar los resultados. Si el resultado es negativo, seguir incubando hasta los
10 dias.

Los resultados se informan positivo a los cinco o diez dias, y negativo a los

diez dias.

Interpretacion de resultados

Reaccidn positiva: las colonias se observan color rosa salmon.

Reaccidn negativa: no se observa cambio de coloracion.
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2.4.6 Ureasa (70)

Materiales y Reactivos
e Medio de cultivo Christensen Difco
e Asa
e Control positivo: Medio inoculado con Cepa de control H37Rv

e Control negativo: Medio sin indculo

Técnica
1. Agregar una asada de colonias en el medio de cultivo.
2. Incubar sin contacto con la luz a 37°C.
3. Revisar la prueba a las 72 horas.

4. Observar y registrar los resultados.

Interpretacion de resultados

Reaccidn positiva: el medio se observa color fucsia, o rosa intenso, incluso rosa tenue
puede ser interpretado como positivo dependiendo de la edad y calidad de la cepa

inoculada.

Reaccidn negativa: no se observa cambio de coloracion, o es de color naranja

2.5 Inactivacion de cepas

Las cepas trabajadas fueron inactivadas en el laboratorio Nacional de Referencia para

Tuberculosis (Subproceso de Micobacterias) en base a lo indicado en las
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metodologias PRA (8) y RFLP propuestas por el Instituto de Salud Publica de Chile,

a este proceso se le realiz6 una modificacion.

Las cepas son inactivadas a 80°C por 30 min en 2 ml de agua destilada estéril, luego
son llevadas a refrigeracion por 48 horas y después pasan a la nevera a -20°C para

almacenamiento hasta ser utilizadas.

2.6 Técnicas Moleculares

Las mezclas de reaccion se realizan en una sala limpia dentro de una cabina de

bioseguridad o camara de flujo laminar clase Il tipo A2, previamente esterilizada.

2.6.1 Extraccion del ADN

El procedimiento se realiza en una camara de flujo laminar clase Il tipo A2,

previamente esterilizada.

Aislamiento de ADN de Micobacterias por método RFLP (89)

1. Transferir 400 ul de las cepas inactivadas a un tubo estéril con tapa de 2.0 ml.

2. Agregar 50 pl de 10 mg/ml lisozima, mezclar manualmente e incubar por 1
hora 0 mas a 37° C (se recomienda toda la noche).

3. Agregar 75 ul de SDS/Proteinasa K (5 pl PK 10mg/ml + 70ul SDS 10%)
mezclar, agitar brevemente e incubar por 15 minutos a 65° C.

4. Agregar 100 pl de 5 M NaCl
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11.

12.
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Agregar 100 pl de solucién CTAB/NaCI; esta debe ser previamente incubada
a 65° C por 5 minutos. Agitar hasta que en el tubo se observe un liquido
blanco (como leche). Incubar por 10 minutos a 65° C.

Agregar 750 pl de cloroformo/alcohol isoamilico. Mezclar por 10 segundos, y
centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm.

Transferir cuidadosamente el sobrenadante, fase acuosa (sin tocar la capa
intermedia), a un nuevo tubo. Si se mueve el tubo o si el sobrenadante es
turbio, hacer una nueva extraccion desde el cloroformo/alcohol isoamilico.
(Rotularlos con su nimero en tapa y en tubo ya que a veces se borra de la
tapa).

Agregar 450 ul de Isopropanol (2-propanol) mezclar muy suave, observar si
aparece hebra de ADN en forma de ovillo y centrifugar por 15min a 12.000
rpm. Si no se observa hebra de ADN colocar en hielo por 15min antes de
centrifugar.

Retirar cuidadosamente el sobrenadante. Invertir los tubos sobre papel
absorbente y dejar por 24 horas.

Lavar con 1ml de etanol al 70% frio. Centrifugar por 5min a 12.000 rpm.
Decantar el sobrenadante y secar los tubos, invirtiéndolos sobre papel
absorbente, hasta que estén secos.

Resuspender el pellet de ADN segun lo estimado (20 pl si no se ve nada, 40

ul si ve indicio de pellet y 80 Iu si se ve pellet u ovillo) en TE 1X.
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13. Guardar los tubos en refrigerador a 4°C si se va a trabajar con ellos
eventualmente.

14. Conservar en cadena de frio primero a -20°C por dos semanas y luego a -80°C.

15. Chequear en gel de agarosa al 1% a 100V por 40min. previamente calentados

a 37°C por 1 hora.

Aislamiento de ADN de Micobacterias por método PRA (8)
1. Incubar por 10 minutos a 100 °C
2. Congelar por 10 minutos —70°C
3. Repetir los pasos anteriores 3 veces
4. Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos

5. Dejar en hielo hasta su uso

2.6.2 Amplificacion de ADN - PCR (8)

La metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en la descrita
por el Instituto de Salud Publica de Chile adaptada, basadas en la investigacion de
Telenti (10).

La mezcla de PCR utiliza dos primers, TB11 (5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) y
TB12 (5’CTTGTCGAACCGCATACCCT), que amplifican un segmento de 439 pb

entre las posiciones 398 y 836 de la secuencia conocida (10, 19, 47, 93).

1. Para una mezcla de 10 reacciones se coloca en un tubo de 2 ml 50 ul de Buffer

PCR sin Magnesio (Mg 2*) en concentracién 10 X, 20 ul de Cloruro de Magnesio
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(MgClI) concentrado 50 mM, 10 ul de deoxinucledtidos (dNTP) en una
concentracion de 2 mM, 10 pl de primers TB 11y TB 12 concentrados 20 pmoles
cada uno, 57 ul de Betaina al 10%, 2 ul de Taq polimerasa, y 292 ul de agua, se
obtiene una mezcla final de 450 ul (Anexo G).

Rotular correctamente 10 tubos para PCR (0,5 pl).

. Se distribuyen 45 ul de la mezcla de PCR, y se agregan 5 ul de muestra a cada
tubo.

Las mezclas de reaccion son colocadas en un termociclador BioRad C1000, con
una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de tres
pasos a 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, y una la
extension final a 72°C (Anexo H).

Chequear 2ul del producto amplificado si se cuenta con suficiente material, en un
gel de agarosa grado Biologia Molecular tipo Il al 2% preparado con 7 ul de

Syber Safe gel stain, 4 ul de estandar de 100 bp DNA ladder en los extremos.

2.6.3 Digestion de las muestras con enzimas de restriccion

La metodologia de digestion con enzimas de restriccién se basa en la descrita por el

Instituto de Salud Publica de Chile adaptada, basadas en la investigacion de Telenti

(10, 47, 81, 84, 94, 95).

1. Digerir (Anexo 1) 15 pl del producto de PCR con 1 ul (5U) de la enzima de

restriccion BstEIl (Anexo J), 2,5 ul buffer especifico para la enzima 10X ajustar
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con agua a un volumen final de 25 ul, incubar a la temperatura indicada por el
fabricante durante 3 horas o toda la noche.

2. Digerir (Anexo 1) 15 ul del producto de PCR con 1 ul (5U) enzima de restriccion
Haelll (Anexo J), 2,5 ul de buffer especifico para la enzima ajustar con agua a un
volumen final de 25 ul, incubar a la temperatura indicada por el fabricante
durante 3 horas o toda la noche.

3. Chequear la digestion en un gel de agarosa ultra pura o grado Biologia Molecular
al 4% con Sybr Safe gel stain, agregar estandar de peso molecular de 100 pb en
los extremos del gel y 50 pb en el centro del gel. Los geles son corridos por 90
minutos a 80 volt. La agarosa se prepara cada vez que se va utilizar.

4. Los patrones de las bandas obtenidas son documentados y editados con el equipo
de documentacion de geles Molecular Imager Gel Doc XR+ Imaging System de

BIORAD.

2.6.4 Diagnostico e Identificacion de micobacterias

Los perfiles de cada muestra generados por los patrones de restriccion, deben ser
comparados con los algoritmos (Anexo K y L) (10, 47) disefiados para la
identificacion a nivel de especie. Los fragmentos de digestion son interpretados por la
comparacion de tablas publicadas y patrones disponibles en el sitio de Internet

http://app.chuv.ch/prasite/index.html (Figura 15).



http://app.chuv.ch/prasite/index.html

71

IDENTIFICATION OF MYCOBACTERIA

~
o

PRASITE

Query forms

p

NIFES

I

&

Y}

%
INSTITUT PASTEUR 7
L4

=

Federal University Adolfo Lutz Swiss National
Institut Pasteur Center for
Mycobacteria

CHUV

N0 62 00

of Sao Paulo Institute

Copyright @ 1999 Hospices cantonaix last update : 13-September-2007

Figura 15. Sitio de internet para identificacion de Micobacterias.

El método de identificacion se basa en registrar el nimero de bandas que han sido
generados durante la digestion del producto de PCR, y el peso correcto de cada
banda. Estos datos son ingresados a la pagina web, como se muestra a continuacion:

Seleccionar la opcidon PRA pattern del mend Query Forms (Figura 16).

Query forms

Figura 16. Menu para identificacion de especies.

Se presenta la siguiente pantalla (Figura 17):
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Query forms

] -
2 ﬁl\z’s I
i

QUERY PRA DATABASE (Simplified Query Form)

Choose one of the patterns proposed in the list for each enzyme
BstEIl fragments

Haelll fragments

Submit

To enter your own values of the length of the digested fragments press "Form"

Form

Figura 17. Seleccion de sitios patrones de restriccion de endonucleasas.

1. Seleccionar la pestafia desplegable de una de las enzimas de restriccion, la

cual muestra un listado con los posibles fragmentos de restriccion (Figura

18). Repetir con la otra enzima (Figura 19).

R
PRASITE

Query forms

QUERY PRA DATABASE (Simplified Query Form)

Choose one of the patterns proposed in the list for each enzyme
BstEIl fragments B

440/0/0
320/130/0
320/115/0
Haelll fragments 240/120/100
25/210/0
25/130/85
235[120/100
—235[120/85
Subi 230/130/80

To enter your own values of the length of the digested fragments press "Form"

| Fom

Figura 18.

Menu desplegado para seleccidn de patrones de restriccion de enzima BstEII.
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Query forms

QUERY PRA DATABASE (Simplified Query Form)

Choose one of the patterns proposed in the list for each enzyme
BStEIl fragments 235/130/85 ~

Haelll fragments

To enter your own values of the length 0 »

-agments press "Form"

Figura 19. Menu desplegado para seleccion de patrones de restriccion de enzima Haelll.

2. Seleccionar la opcién correspondiente a las bandas obtenidas en la digestion

del gen (Figura 20).

PRASITE

Query forms

QUERY PRA DATABASE (Simplified Query Form)

Choose one of the patterns proposed in the list for each enzyme
BStEIl fragments 235/130/85 ~

Haelll fragments 150/130/70 ~

Submit

To enter your own values of the length of the digested fragments press "Form"

Fom

Figura 20. Forma simplificada de bisqueda.



74

3. Seleccionar la opcion Submit (Figura 21). Aparecera un listado de opciones

acertadas y cercanas a los pesos de bandas seleccionados.

| Submit |

Figura 21. Boton de seleccion para probar la mezcla de fragmentos de restriccion obtenidos.

4. En base a los antecedentes e historial de la cepa (y el paciente) se toma el

resultado (Figura 22) mas acertado para el caso.

NI

Y 4

PRASITE

Query forms

JOAA O

QUERY PRA DATABASE RESULTS

Query | BStEIl | HaelIll

{Your Query|235/130/85(150/130/70

o Species BStENl | HaeIll Score
‘& Mycobacterium tuberculosis complex type 1 [235/120/83{150/130/70| 10
152 Mycobacterium smegmatis type 1 235/130/85(145/125/60| 12
b8 y 1um goodit type 1 235/130/85(145/125/60| 12
177 Mycobacterum fragae type | 25/80| 12
1100 fycot type 1 125/60| 12
140 Mycobacterium senegalense type 2 5|140/125/60| 15
1169) Mycobacterium wolinski type 1 2) 5|140/125/60] 15
18] Mycobacterivm neworleanensetype I |235/120/85(140/125/60] 18
153 Mycobacterium houstonense type 1 1235/120/85/140/125/60] 18
51 [Mycobacterium fortuitum s. acetamidolyticum type 1{235/120/85(145/120/60| 18
Next Query

2.6.5 Andlisis de Resultados

Figura 22. Lista de especies con perfiles cercanos a los propuestos.

Datos relevantes a este estudio son el tiempo y tipo de tratamiento antituberculoso,

como si el paciente se encuentra tomando el tratamiento por primera vez, de no ser el

caso, es necesario conocer si abandono el tratamiento o si recayd luego de haber sido
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diagnosticado como curado. Se debe conocer también si tiene un contacto, y de ser

posible, identificarlo.

Para fortalecer este diagnostico, se revisaron los antecedentes de los pacientes,

destac&ndose la co-infeccion con VIH y la sensibilidad a drogas antituberculosas.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Identificacion de TB y Micobacterias No Tuberculosas
3.1.1 Identificacion por Métodos Bioquimicos de Tipificacion

Las diferentes micobacterias fueron diagnosticadas por metodos Bioquimicos
de tipificacion: Niacina, Inhibicién de Catalasa a 68°C y Nitrato Reduccion, como
pruebas complementarias: Toma de Hierro, Prueba de la Ureasa, Hidrolisis de Tween.
Adicionalmente se pueden realizar dos técnicas fenotipicas: fotocromogenicidad y
pigmentacion en la oscuridad.
El 25% (15) de las cepas fueron diagnosticados mediante pruebas bioquimicas de
tipificacion convencionales como Micobacterias No Tuberculosas y 75% (45) fueron

diagnosticados como Mycobacterium tuberculosis (Oy Figura 24).



Micobacterias Identificadas por
Pruebas Bioquimicas de Tipificacion

m Micobacterias No
Tuberculosas

' Tuberculosis

Figura 23. Porcentaje de micobacterias identificadas.

Micobacterias Identificadas por Pruebas
Bioquimicas de Tipificacion

B M. avium-intracellulare

B M. fortuitum

® Compl. chelonae abscessus
H M. gordonae

| M.flavescens

m M. tuberculosis

Figura 24. Micobacterias identificadas por PBT.
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Se logro identificar 6 diferentes especies, cinco de ellas son organismos del grupo de
Micobacterias No Tuberculosas: Complejo chelonae abscessus, M. flavescens, M.
fortuitum, M. gordonae y Complejo Mycobacterium Avium Intracellulare, y la

principal bacteria del Complejo Tuberculosos M. tuberculosis (Figura 25).

Micobacterias Identificadas por Pruebas
Bioquimicas de Tipificacion

50
45

40 —
35 —
30 —
25 —
20 —
15
10 —

Cantidad

M. avium-
intracellalare

M. fortuitum

M. gordonae

Complejo
chelonae
abscessus

M.
flavescens

M.
tuberculosis

Series1

3

3

1

6

2

45

Figura 25. Micobacterias Identificadas por Pruebas Bioquimicas de Tipificacion.

Por el Método de PBT se identificaron 15 (25%) especies de Micobacterias No
Tuberculosas (Tabla 1X), 2 de ellas son Micobacterias de Crecimiento Lento: MAI,
que fue aislada de 3 pacientes, y Mycobacterium gordonae, aislada de un paciente. Se
identificaron también 3 Micobacterias de Crecimiento Rapido: Mycobacterium
fortuitum, aislada de 3 pacientes, Mycobacterium flavescens, presente en 2 pacientes,

y el Complejo chelonae abscessus, aislada de 6 pacientes.
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Mycobacterium tuberculosis fue identificado por PBT en 45 (75%) de las muestras
(Tabla X). Para la confirmacion de cada caso también se revisaron los antecedentes

de los pacientes.



Tabla IX.

Resultados de Pruebas Bioquimicas de Tipificacion en Micobacterias No Tuberculosas.

CODIGO Toma IDENTIFICACION POR PRUEBAS
BIOLOGIA Nitrato | Catalasa | de |Hidrolisis BIOQUIMICAS DE
MOLECULAR | Crecimiento | Niacina | Reduccidn | 68°C | 20°c | Hierro | de Tween | Ureasa TIPIFICACION

3 L - - + + - - - Mycobacterium avium-intracellulare
8 R - + + + + + + Mycobacterium fortuitum
9 R - + + + + + + Mycobacterium fortuitum

10 R + - + + - - + Complejo chelonae abscessus

11 L - - + + - + - Mycobacterium gordonae

12 L - - + + - - - Mycobacterium avium-intracellulare

17 R + - + + - - + Complejo chelonae abscessus

18 R - + + + + + + Mycobacterium fortuitum

19 R + - + + - - + Complejo chelonae abscessus

24 R + - + + - - + Complejo chelonae abscessus

39 R + - + + - - + Complejo chelonae abscessus

40 L - + + + - + + Mycobacterium flavescens

41 L - + + + - + + Mycobacterium flavescens

43 R + - + + - - + Complejo chelonae abscessus

54 L - - + + - - - Mycobacterium avium-intracellulare

18




Tabla X.  Resultados de Pruebas Bioquimicas de Tipificacion.
CODIGO Toma .
BIOLOGIA Nitrato Catalasa de Hidrolisis IDENTIFICACION POR PRUEBAS
MOLECULAR | Crecimiento | Niacina | Reduccion | 68°C | 20°c | Hierro | de Tween | Ureasa BIOQUIMICAS DE TIPIFICACION

1 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis

2 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis

4 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis

5 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis

6 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis

7 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
13 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
14 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
15 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
16 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
20 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
21 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
22 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
23 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
25 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
26 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
27 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
28 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
29 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
30 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
31 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis
32 L + + - + - + + Mycobacterium tuberculosis

18



33

Mycobacterium tuberculosis

34

Mycobacterium tuberculosis

35

Mycobacterium tuberculosis

36

Mycobacterium tuberculosis

37

Mycobacterium tuberculosis

38

Mycobacterium tuberculosis

42

Mycobacterium tuberculosis

44

Mycobacterium tuberculosis

45

Mycobacterium tuberculosis

46

Mycobacterium tuberculosis

47

Mycobacterium tuberculosis

48

Mycobacterium tuberculosis

49

Mycobacterium tuberculosis

50

Mycobacterium tuberculosis

51

Mycobacterium tuberculosis

52

Mycobacterium tuberculosis

53

Mycobacterium tuberculosis

55

Mycobacterium tuberculosis

56

Mycobacterium tuberculosis

57

Mycobacterium tuberculosis

58

Mycobacterium tuberculosis

59

Mycobacterium tuberculosis

60
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Mycobacterium tuberculosis
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3.2 Andlisis de Métodos de Extraccion

Se extrajo el material genético de las muestras en base a método de estraccion

descrito en PRA (Figura 26) y RFLP (Figura 27).

14
O
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8

Figura 27. Extraccién por método RFLP.

3.3 Identificacién por Analisis de Patrones de Restriccion (PRA)

Se analizaron los geles para conocer el peso en pares de base de cada banda formada
por la restriccion del gen hsp65 con endonucleasas del tipo Il (Figura 28Figura 29).
Los resultados de las bandas observadas (Tabla XI) fueron comparados con los
patrones mostrados en el sitio web http://app.chuv.ch/prasite/index.html para

identificar las muestras a nivel de especie.
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Figura 28. Producto de PCR digerido con enzima BstEII.
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Figura 29. Patrones de restriccion con enzima Haelll.



Tabla XI. Patrones de Restriccion observados en el gel comparados con los
mostrados en PRASITE.

CODIGO RESULTADOS DE
BIOLOGIA GELES RESULTADO PRASITE
MOLECULAR | BstEII Haelll BstElI Haelll

1|245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
2]225/120/80 |160/130/70 |235/120/85 |150/130/70
3[240/200/0 | 145/110/0 235/210/0 | 130/105/0
41250/140/100 | 150/130/70 | 235/120/85 |150/130/70
5(245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
6]250/135/80 |160/130/70 |235/120/85 |150/130/70
71250/135/85 |150/110/60 |235/120/85 |150/130/70
8(245/130/85 |145/110/50 |235/120/85 |145/120/60/55
9|245/135/85 |150/110/55 |235/120/85 |145/120/60/55
10|300/110/0 | 200/70/60/50 | 320/130/0 | 200/60/55/50
11]240/130/110| 140/130/50 |235/120/100 | 145/130/60
12 | 245/125/100 | 150/125/60 |235/120/100 | 145/130/60
13]250/130/80 |145/130/80 |235/120/85 |150/130/70
14 |250/130/80 |150/130/90 |235/120/85 |150/130/70
15]250/130/80 |150/135/70 |235/120/85 |150/130/70
16 | 250/130/80 |150/130/90 |235/120/85 |150/130/70
17]300/120/0 | 200/70/65/50 | 320/130/0 | 200/60/55/50
18 ]230/135/95 | 155/95/55 235/120/85 | 145/120/60/55
19]300/120/0 | 200/70/60/50 | 320/130/0 | 200/60/55/50
20[310/120/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
21|230/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
22|230/145/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
23[230/135/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
24|235/210 205/90/60 235/210 200/70/60/50
25(260/140/90 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
26|270/140/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
27(230/120/80 |160/135/80 |235/120/85 |150/130/70
28(230/120/80 |160/135/80 |235/120/85 |150/130/70
29|240/120/90 |170/150/80 |235/120/85 |150/130/70
30)240/120/90 |140/100/75 |235/130/85 |130/95/70
31|245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
321230/120/80 |160/135/80 |235/120/85 |150/130/70
33|320/115/0 | 150/130/70 | ------=-m--- | -m-mmemmeee-




341230/120/80 |160/135/80 |235/120/85 |150/130/70
35]230/120/80 |160/135/80 |235/120/85 |150/130/70
36230/120/80 |160/135/80 |235/120/85 |150/130/70
37]230/120/80 |160/135/80 |235/120/85 |150/130/70
38|245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
39|235/210 205/90/60 235/210 200/70/60/50
40| 420/0/35 135/60/50 440/0/0 140/55/50/0
41|420/0/35 135/60/50 440/0/0 140/55/50/0
42|230/135/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
43|235/210 205/90/60 235/210 200/70/60/50
441230/135/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
45|230/135/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
46 |245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
47|245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
48 |245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
49|245/130/85 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
50|250/130/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
51|250/130/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
52(250/130/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
53[250/130/80 |160/120/80 |235/120/85 |150/130/70
541230/120 140/90/50 235/120/100 | 130/100/60/55
55(250/130/80 |160/120/80 |235/120/85 |150/130/70
56(250/130/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
57(250/130/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
58(250/130/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
59(250/130/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70
60]230/135/80 |160/130/80 |235/120/85 |150/130/70

Se identificaron 7 tipos de Micobacterias No Tuberculosas (Figura 30 y Figura 31),
que corresponden al 26% de las cepas muestreadas. EI 73% restante corresponde a
Mycobacterium tuberculosis tipo 1 (Figura 32). No se logré identificar una muestra

(2%).



Micobacterias No Tuberculosas Identificadas
por Analisis de Patrones de Restriccion

m M.
H M.
mM.
mM.
mM.
m M.

M.

No

avium s. avium tipo 1
fortuitum tipo 1
chelonae tipo 1
intracellulare tipo 1
intracellulare tipo 5
abscessus tipo 2
flavescens tipo 1

Identificadas

Figura 30. Micobacteria No Tuberculosas Identificadas por PRA.

Micobacterias Identificadas por Analisis de
Patrones de Restriccion
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73%
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M.

uM.
m M.
M.
mM.
M.

avium s. avium tipo 1
fortuitum tipo 1
chelonae tipo 1
intracellulare tipo 1
intracellulare tipo 5
abscessus tipa 2
flavescens tipo 1

tuberculosis tipo 1

No Identificadas

Figura 31. Micobacterias identificadas por PRA.




Proporcion de Micobacterias Analizadas
por PRA

2%

B MNT
uMTB
No ldentificadas

Figura 32. Proporcion de Micobacterias Identificadas mediante PRA.




Tabla XI1.

Resultados obtenidos en base a la lectura de los fragmentos de
restriccion.

CODIGO IDENTIFICACION POR
BIOLOGIA RESULTADO PRASITE ANALISIS DE PATRONES DE
MOLECULAR |BstEII Haelll RESTRICCION

1|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
2|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
31235/210/0 130/105/0 Mycobacterium avium s. avium tipo 1
4|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
5235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
6|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
71235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
8235/120/85 145/120/60/55 | Mycobacterium fortuitum tipo 1
9235/120/85 145/120/60/55 | Mycobacterium fortuitum tipo 1
10| 320/130/0 200/60/55/50 | Mycobacterium chelonae tipo 1
11|235/120/100 |145/130/60 Mycobacterium intracellulare tipo 1
12 235/120/100 | 145/130/60 Mycobacterium intracellulare tipo 1
13|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
14| 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
15 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
16 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
17|320/130/0 200/60/55/50 | Mycobacterium chelonae tipo 1
18 | 235/120/85 145/120/60/55 | Mycobacterium fortuitum tipo 1
19 |320/130/0 200/60/55/50 | Mycobacterium chelonae tipo 1
20 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
21 |235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
22 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
23 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
24 1235/210 200/70/60/50 | Mycobacterium abscessus tipo 2
25 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
26 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
27 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
28 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
29 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
30| 235/130/85 130/95/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
31|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
32|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1

w
w

No Ildentificada




34 |235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
35|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
36 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
37 |235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
38 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
39|235/210 200/70/60/50 | Mycobacterium abscessus tipo 2
40| 440/0/0 140/55/50/0 Mycobacterium flavescens tipo 1
41|440/0/0 140/55/50/0 Mycobacterium flavescens tipo 1
421235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
431235/210 200/70/60/50 | Mycobacterium abscessus tipo 2
441235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
45 |235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
46 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
471235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
48 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
49235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
50 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
51 |235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
52 |235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
53|235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
54|235/120/100 |130/100/60/55 | Mycobacterium intracellulare tipo 5
55 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
56 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
57| 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
58 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
59 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1
60 | 235/120/85 150/130/70 Mycobacterium tuberculosis tipo 1




Tabla XI1I. Cuantificacion de Micobacterias Identificadas por Pruebas
Moleculares.

MICOBACTERIA NO
TUBERCULOSA CANTIDAD

Mycobacterium avium s. avium tipo 1
Mycobacterium fortuitum tipo 1
Mycobacterium chelonae tipo 1
Mycobacterium intracellulare tipo 1
Mycobacterium intracellulare tipo 5
Mycobacterium abscessus tipo 2
Mycobacterium flavescens tipo 1
Mycobacterium tuberculosis tipo 1 44
No ldentificada 1

NWRFRINWW(F

3.4 Comparacion de Resultados

Los resultados obtenidos por cada prueba fueron comparados entre ellos (Tabla XIV,

Tabla XV Tabla XVI), a fin de encontrar discordancias.



Tabla XIV.

Comparacion de resultados de identificacion de Micobacterias

No Tuberculosas obtenidos por Pruebas Bioquimicas de Tipificacion y
Analisis de Patrones de Restriccion.

CODIGO IDENTIFICACI'(')N POR IPENTIFICACION POR
BIOLOGIA PRUEBAS BIOQUIMICAS DE ANALISIS DE PATRONES DE
MOLECULAR TIPIFICACION RESTRICCION
3| Mycobacterium avium-intracellulare | Mycobacterium avium s. avium tipo 1
8| Mycobacterium fortuitum Mycobacterium fortuitum tipo 1
9| Mycobacterium fortuitum Mycobacterium fortuitum tipo 1
10| Complejo chelonae abscessus Mycobacterium chelonae tipo 1
11 | Mycobacterium gordonae Mycobacterium intracellulare tipo 1
12 | Mycobacterium avium-intracellulare | Mycobacterium intracellulare tipo 1
17 | Complejo chelonae abscessus Mycobacterium chelonae tipo 1
18| Mycobacterium fortuitum Mycobacterium fortuitum tipo 1
19| Complejo chelonae abscessus Mycobacterium chelonae tipo 1
24| Complejo chelonae abscessus Mycobacterium abscessus tipo 2
33 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium gordonae tipo 8
39 | Complejo chelonae abscessus Mycobacterium abscessus tipo 2
40 | Mycobacterium flavescens Mycobacterium flavescens tipo 1
41 | Mycobacterium flavescens Mycobacterium flavescens tipo 1
43| Complejo chelonae abscessus Mycobacterium abscessus tipo 2
54 | Mycobacterium avium-intracellulare | Mycobacterium intracellulare tipo 5




Tabla XV.

Comparacion de resultados de identificacion de Micobacterias

Tuberculosas obtenidos por Pruebas Bioquimicas de Tipificacion y Analisis
de Patrones de Restriccion.

CODIGO IDENTIFICACI'ON POR IPENTIFICACION POR
BIOLOGIA | PRUEBAS BIOQUIMICAS DE ANALISIS DE PATRONES DE
MOLECULAR TIPIFICACION RESTRICCION
1 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
2 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
4| Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
5| Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
6 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
7 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
13| Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
14| Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
15| Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
16 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
20 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
21| Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
22 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
23 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
25 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
26 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
27 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
28 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
29 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
30 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
31 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
32 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
33 | Mycobacterium tuberculosis No Identificada
34 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
35 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
36 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
37 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
38 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1




42 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
44 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
45 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
46 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
47 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
48 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
49 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
50 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
51 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
52 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
53 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
55 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
56 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
57 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
58 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
59 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1
60 | Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis tipo 1

Tabla XVI. Discordancias encontradas en los resultados.
CODIGO IDENTIFICACIC’)[\I POR IpENTIFICACION POR
BIOLOGIA | PRUEBAS BIOQUIMICAS | ANALISIS DE PATRONES DE
MOLECULAR DE TIPIFICACION RESTRICCION
11 | Mycobacterium gordonae Mycobacterium intracellulare tipo 1
33 | Mycobacterium tuberculosis | No identificada




3.5 Caracteristicas de las Cepas ldentificadas

El 73% de las muestras se identificdé como Mycobacterium tuberculosis tipo 1 (Figura

33) por prueba Analisis de Patrones de Restriccion (PRA).

1D 163
Organism |Mycobacterium tuberculosis complex type 1
BstEII pattern 235/120/ 85
Haelll pattern 150/130/70/0
ORIGIN ATCC 27294
65 hsp sequence AY299144
Phenotype slowly growing non-pigmented

Figura 33. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium tuberculosis tipo 1.

Las muestras 24, 39 y 43 fueron identificadas como Mycobacterium abscessus tipo 2

(Figura 34) por Analisis de Patrones de Restriccion (PRA).

ID 2
Organism Mycobacterium abscessus type 2
BstEIl pattern 235/210/0
Haelll pattern 200/70/60/50
ORIGIN ATCC 14472
65 hsp sequence(DQ869273 AJ310216 AY603554 AF0Q
Phenotype rapidly growing non-pigmented

Figura 34. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium abscessus tipo2.



La muestra 3 fue identificada como Mycobacterium avium s. avium tipo 1 (Figura

35) por prueba de Anélisis de Patrones de Restriccion (PRA).

D 13
Organism |Mycobacterium avium s. avium type 1
BstEII pattern 235/210/0
Haelll pattern 130/105/0/0
ORIGIN ATCC 25291
65 hsp sequence DQ284768 AF126030
Phenotype slowly growing non-pigmented

Figura 35. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium avium s. avium tipo 1.

Las muestras 10, 17 y 19 fueron identificadas como Mycobacterium chelonae tipo 1

(Figura 36) por prueba de Analisis de Patrones de Restriccion (PRA).

D 28
Organism Mycobacterium chelonae type 1
BstEII pattern 320/130/0
Haelll pattern 200/60/55/50

ORIGIN ATCC 35749 CIP 104535 ATCC 357
65 hsp sequence(AY299148 AF547818 AY498742 AY4
Phenotype rapidly growing non-pigmented

Figura 36. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium chelonae tipo 1.

Las muestras 40 y 41 se identificaron como Mycobacterium flavescens tipo 1 (Figura

37) por prueba de Andlisis de Patrones de Restriccion (PRA).



ID 45
Organism |Mycobacterium flavescens type 1

BstEII pattern 440/0/0

Haelll pattern 140/55/50/0
ORIGIN CIP 104533

65 hsp sequence AF547831

Phenotype |[rapidly growing scotochromogen

Figura 37. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium flavescens tipo 1.

Las muestras 8, 9 y 18 fueron identificadas como Mycobacterium fortuitum tipo 1

(Figura 38) por Analisis de Patrones de Restriccion (PRA).

ID 48
Organism Mycobacterium fortuitum type 1
BstEII pattern 235/120/85
Haelll pattern 145/120/60/55
ORIGIN ATCC 6841 CIP 104534
65 hsp sequencelAY299152 AF547833 AY458072
Phenotype rapidly growing non-pigmented

Figura 38. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium fortuitum tipo 1.

Las muestras 11 y 12 se identificaron como Mycobacterium intracellulare tipo 1

(Figura 39) por Analisis de Oatrones de Restriccion (PRA).



ID 81
Organism Mycobacterium intracellulare type 1
BstEII pattern 235/120/100
Haelll pattern 145/130/60/0
ORIGIN ATCC 13950 CIP 104243
65 hsp sequence|AF126035 DQ284774 AY299188 AF>
Phenotype slowly growing non-pigmented

Figura 39. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium intracellulare tipo 1.

La muestra 54 fue identificada como Mycobacterium intracellulare tipo 5 (Figura

40) por Analisis de Oatrones de Restriccion (PRA).

D 178
Organism Mycobacterium intracellulare type 5

B 235/120/100

pattern

P 130/ 100/ 60/ 55

pattern

ORIGIN Human specimen

8 hap KF030699
sequence

slow growing non chromogenic (Jesus Pais Ramos

Fhengtype doi: 10.1016/j.diagmicrobio.2014.01.028)

Figura 40. Caracteristicas de la cepa Mycobacterium intracellulare tipo 5.



CAPITULO 4

DISCUSION

Usualmente se emplean técnicas bioquimicas para la tipificacion de
micobacterias, pero existen diversos factores que pueden alterar la confianza sobre
estos resultados, como la calidad y edad de la cepa, la integridad de los medios y los
reactivos; ademas, el tiempo requerido para la ejecucion de la totalidad de las
pruebas implica varias semanas, sumando a ello el tiempo que se toma la cepa en dar
una cantidad de colonias utiles para la préactica de dichas pruebas (11). Las técnicas
moleculares son una alternativa frente a estos problemas. Se han descrito diferentes
técnicas moleculares para la identificacion de micobacterias en laboratorios de
diagnostico. La exactitud en sus resultados es altamente significativa en comparacion
con los métodos convencionales, ademas el tiempo que implican en dar los resultados
es relativamente menor (11), asi como la cantidad de material necesario para estas

técnicas.
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El método de Andlisis de Patrones de Restriccion es una herramienta Util para
la identificacion de micobacterias a nivel de especie, ya que utiliza la informacion
genética Unica de cada organismo, y no caracteristicas bioquimicas o microbiol6gicas
que se pueden ver afectadas o interferidas por factores externos (11); ademas, el
tiempo en que genera resultados es una notable ventaja, debido a que de las tres a
cuatro semanas que se toman las pruebas bioquimicas, esta técnica da resultados en
tres dias. A diferencia de otras técnicas, no necesita equipos sofisticados como en la
secuenciacion de genes, por lo que la tecnica de PRA puede considerarse mas
accesible. Posee alta sensibilidad para identificacion de micobacterias de crecimiento
rapido sobre la identificacion de bacterias del CMTB, debido a que no logra

discriminar entre ellas.

Partiendo de estos antecedentes, se observo que con las pruebas bioquimicas
de tipificacion se logré identificar 4 organismos a nivel de especie, y 2 complejos.
Con el método de analisis de patrones de restriccion se logro identificar 7 organismos
a nivel de especie y un complejo. El nivel de sensibilidad obtenido con el PRA fue
superior al conseguido con las pruebas PBT, estos resultados son parecidos a otros
reportados en estudios similares, en donde se observa la concordancia de los

resultados entre pruebas moleculares y bioquimicas (11, 71, 96).

Los resultados de las PBT no son de alta confiabilidad, ya que existen diversas
condiciones que pueden afectar en el resultado, como, las condiciones del cultivo, su

crecimiento en el medio, la edad de la cepa, el tiempo en estufa, lo que puede
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provocar envejecimiento, estos son factores que interfieren en un correcto
diagndstico, ademas del ojo critico y experiencia del técnico que valora la prueba

(11).

Una muestra identificada por PRA no es concordante con el resultado
obtenido por PBT. La muestra 11, que por PBT dio como resultado a M. gordonae,
por el método PRA fue identificada como M. intracellulare. Se revisaron los
antecedentes y los resultados de las PBT en donde se observo que el paciente de 70
afios de edad, se encuentra como antes tratado, es decir, ha tomado anteriormente el
tratamiento antituberculoso, el perfil de sensibilidad muestra resistencia a casi todas
las drogas de primera linea, lo que es compatible con MNT que por lo general
muestran este perfil de resistencia natural (97). M. intracellulare y M. gordonae son
micobacterias de crecimiento lento no pigmentadas frente a la luz, aunque en la
oscuridad M. gordonae puede desarrollar coloracion, ambas micobacterias dan los
mismos resultados frente a las PBT, a excepcion de la hidrdlisis de Tween, cuyo
resultado puede haberse interpretado erroneamente. En base a este analisis se puede
observar la necesidad de una técnica rapida y precisa para la identificacion de
micobacterias, a fin de dar el diagndstico y tratamiento correcto y de manera oportuna

al paciente.

No se logré la identificacién de una micobacteria por el método de analisis de
patrones de restriccién. Los patrones encontrados no fueron concordantes con los de

la base de la pagina web de referencia.
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Los organismos del Complejo Mycobacterium avium (MAC) denominado
también Mycobacterium avium intracellulare (MAI) (98, 99), son unos de los
organismos aislados frecuentemente responsables de la mayoria de las enfermedades
que afectan al ser humano ademés de TB; se encuentran asociados principalmente a
pacientes con SIDA. Estos organismos no pueden ser identificados con facilidad por
pruebas bioquimicas de tipificacion (99, 100). EI grupo Mycobacterium chelonae—
abscessus estd formado por tres organismos: Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium abscessus y Mycobacterium inmunogenum. Estos organismos son
bacterias normalmente relacionadas y son dificilmente distinguibles por técnicas

bioquimicas o microbiologicas (101, 102).

Durante el analisis de los antecedentes (Anexo E), se observo que el 60% de
los pacientes infectados con MNT diagnosticadas por PRA han sido tratados
previamente con medicacion antituberculosa, y el 20% se encontraba tomando la
medicacion al momento de la toma de la muestra; esto puede ser contraproducente
debido a que la administracion de medicacion inadecuada, puede provocar la

prevalencia de las micobacterias infectantes y no eliminarlas.

Por ser la Tuberculosis una enfermedad de gran importancia en la salud
humana con resultados de confirmacion lentos, los casos son diagnosticados por
baciloscopia. Al momento de obtener la primera baciloscopia positiva del individuo
sintomatico respiratorio, se administra de manera inmediata el tratamiento medico,

sin investigar los antecedentes del paciente o realizar estudios profundos sobre la
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bacteria, y en casos de enfermedades por MNT se corre el riesgo de que el paciente
empeore. Cabe mencionar que la medicacion para TB, puede tener efectos adversos
como fiebre, hepatitis, anemia, trastornos gastrointestinales, vértigo, toxicidad renal,

gota, entre otros (103, 104).

Micobacterias No Tuberculosas como Complejo MAI, Complejo chelonae
abscessus, M. fortuitum, M. flavescens, identificadas en este estudio por PBT, y M.
avium s. avium tipo 1, M. intracellulare tipo 1 y 5, M. flavescens tipo 2, M chelonae
tipo 1, M. abscessus tipo 2, identificadas por PRA, son concordantes a las reportadas
previamente para la region en paises como Cuba, Venezuela, Colombia, Peru,

Argentina y Chile (11, 71, 73, 96, 105, 106).



CONCLUSIONES

Se logro tipificar micobacterias a partir de cepas inactivadas mediante analisis
de patrones de restriccion (PRA) utilizando enzimas del tipo Il: BstE Il y Hae Ill. Se
encontré que el método molecular es altamente sensible sobre los métodos
bioguimicos, debido a que los factores que pueden intervenir en la calidad de los

resultados, son menores.

Se ha implementado el procedimiento de andlisis de Patrones de Restriccion
(PRA) para la tipificacion de Micobacterias a partir de cepas inactivadas como
herramienta de diagnostico para el Centro de Referencia Nacional de Tuberculosis y

Otras Micobacterias.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante la metodologia del
analisis de Patrones de Restriccion con el banco internacional de perfiles de

restriccion de micobacterias en el sitio web http://app.chuv.ch/prasite/index.html
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Se compar0 los resultados obtenidos por Andlisis de Patrones de Restriccion
con los resultados de las pruebas bioquimicas convencionales. Se puede confiar en
estos resultados debido a que no se evidencié contaminacion en los procesos, ademas

de que los perfiles de restriccion obtenidos son especificos para cada organismo.

Este método no es til para la identificacion de micobacterias del complejo
tuberculoso debido a que estas bacterias se encuentran altamente relacionadas entre
ellas. Para diferenciarlas entre si existen otros metodos de biologia molecular con alta

sensibilidad como la secuenciacion de un gen especifico.

No se logré identificar una muestra por analisis de patrones de restriccion,
debido a que los fragmentos obtenidos no eran concordantes con los mostrados en la

pagina web de referencia.

La identificacion de las micobacterias se puede reforzar con el estudio de los

antecedentes del paciente

Las micobacterias identificadas en este estudio eran compatibles con estudios

previos realizados para la region, como en Venezuela y Colombia.

El Analisis de Patrones de Restriccion PRA se puede aplicar para identificar a
nivel de especie los organismos que por PBT son caracterizados como complejos,

como en el caso de MAC y Complejo chelonae abscessus.
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Debido a los pocos estudios realizados en nuestro pais con respecto a
micobacterias no tuberculosas, es probable que existan subtipos de micobacterias no

descritas, por ello no se logré identificar al 100% las muestras de este estudio.

El gen hsp65 que codifica para la proteina de choque térmico, se encuentra
presente en todas las micobacterias, sin embargo, la secuencia de este gen muestra
variabilidad especifica para cada especie. Por ello, se la considera una herramienta
atil para la identificacion de las micobacterias a nivel de especie ya sea por anélisis de

los patrones de restriccion o secuenciacion genética.



RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar este procedimiento con un mayor nimero de muestras

de Micobacterias No Tuberculosas.

Este estudio se debe complementar con la secuenciacion del gen 16S RNAr y

compararlo con la secuencia del gen hsp65.

Se recomienda replicar este estudio con nuevas enzimas a fin de obtener
nuevos perfiles de restriccion de micobacterias comparables con nuevas

investigaciones.

Se recomienda utilizar el andlisis de patrones de restriccion como herramienta

auxiliar de diagnostico para el paciente.

Es necesario realizar estudios mas profundos sobre las micobacterias presentes
en nuestro pais, desde su patologia hasta la informacion genética contenida en ellos, a

fin de fortalecer la informacion epidemioldgica de nuestro pais.



ANEXOS
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ANEXO A - AGENTES ANTIMICOBACTERIANOS A

CONSIDERAR PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD

DE MICOBACTERIAS NO TUBERCULOSAS (107).

Grupos de Especies de
Micobacterias

Utilidad probada
Clinicamente Relevante

Relevancia Incierta

Prueba de

Sensibilidad que No
Muestra Beneficios
(Resistencia Natural)

MNT de crecimiento lento

MAC Claritromicina* Amikacina Isoniazida
Ciprofloxacina Pirazinamida
Etambutol
Etionamida
Rifabutina
Rifampicina
Estreptomicina
M. kansasii Rifampicina Amikacina Pirazinamida
Ciprofloxacina
Claritromicina*
Etambutol
Isoniazida
Rifabutina
Estreptomicina
Sulfonamida
M. marinum Doxycycline o Minocycline | Amikacina Isoniazida
Etambutol Ciprofloxacina Pirazinamida
Rifampicina Claritromicina*
Sulfonamida Rifaburina
Otras MNT de crecimiento lento
M. haemophilum Claritromicina*+ Amikacina Pirazinamida
M. malmoense Etambutol 1 Ciprofloxacina
M. simiae Rifampicina 1 Isoniazida
M. szulgai Rifabutina
M. xenopi Estreptomicina
MNT de crecimiento rapido
M. abscessus Amikacina Cefmetazole Clofacimina
M. chelonae Cefoxitina Imipenem Etambutol #
M. fortuitum Ciprofloxacina Ofloxacina Isoniazida
M. mucogenicum Claritromicina* Pirazinamida
M. smegmatis Doxycycline o Minocycline | Tobramicina (solo | Rifampicina

Sulfonamidas

M. chelonae)

Estreptomicina

* Clase de drogas para macrolidos (claritromicina, azitromicina, roxitromicina)
+ Etambutol es clinicamente (til para M. smegmatis
# Utilidad probada clinicamente relevante para algunas pero no todas las especies
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PULMONARES ASOCIADAS A MICOBACTERIAS DE

CRECIMEINTO RAPIDO (108).

Micobacteria No Tuberculosa de

Crecimiento Répido

Droga Activa

M. abscessus

Claritromicina
Amikacina
Cefoxitina

Imipenem

M. chelonae

Tobramicina
Claritromicina
Linezolid
Imipenem
Amikacina
Doxyciclina

Ciprofloxacina

M. fortuitum

Amikacina
Ofloxacina/Ciprofloxacina
Imipenem

Sulfonamidas
Claritromicina

Doxiciclina
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ANEXO C - BASES DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

DE TIPIFICACION

Produccién de niacina

La niacina (&cido nicotinico) juega un papel vital en las reacciones de oxidacién-
reduccion (20, 21, 75, 77) que ocurren durante los procesos metab6licos de todas las

micobacterias.

A pesar de que todas estas bacterias producen niacina, estudios comparativos han
demostrado que en ocasiones esta bloqueado el camino metabolico debido a la accion
de una enzima que transforma la niacina libre en niacina - ribonucleotido.

M. tuberculosis acumula grandes cantidades de &cido nicotinico y su determinacion
es utilizada como diagndstico definitivo. Son escasas las cepas de M. tuberculosis,
niacina negativa, mientras que algunas otras especies de micobacterias pueden ser

niacina positiva.

Reduccion de nitratos

La presencia de la enzima nitrato-reductasa es importante para la clasificacion de las
micobacterias: M. tuberculosis, M. kansasii, M. szulgai, M. fortuitum las que reducen
nitratos a nitritos. Otras especies producen también nitrato-reductasa tales como: M.
flavescens, M. terrae, M. triviale y M. chelonae.

Las micobacterias que contienen esta enzima pueden utilizar el oxigeno de los

nitratos (20, 21, 39, 70, 75, 77) y de otros productos de reduccion.
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La reaccion quimica es:

N03+2é9N02+H20

La presencia de nitrito es detectada por la adicion de sulfanilamida y N-naftil-etilen-

di-amina a pH &cido.

Si el nitrito esta presente se forma un compuesto rojo de diazonio. La técnica se

efectla en cultivos de menos de un mes.

Inhibicion de actividad de catalasa

La mayoria de las micobacterias producen la enzima catalasa, algunas mas que otras,

la determinacion se puede realizar por tres técnicas (20, 21, 39, 70, 75, 77):

1- La catalasa semicuantitativa, indica el nivel de produccion de la enzima.
2- Pérdida de la actividad a 68°C y pH.
3- Método a temperatura ambiente o de la gota: realizado en ocasiones para

una determinacion cualitativa rapida de catalasa.

Los organismos productores de esta enzima tienen la habilidad de descomponer el

perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre.

2H,0, 2 2H,0 + O,

La reaccion en las micobacterias difiere de la utilizada en otros tipos de bacterias, por

el empleo de peroxido de hidrogeno al 30% y una solucién concentrada de
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detergente: Tween 80 al 10%, el cual ayuda a dispersar la masa bacteriana
hidrofébica, hasta bacilos separados individualmente, maximizando la determinacién

de la enzima.

Hidrolisis de Tween 80

La hidrélisis enzimatica del Tween 80 es una importante caracteristica de la

diferenciacion de micobacterias (20, 21, 39, 70, 75).

Con raras excepciones las especies que hidrolizan el Tween 80 en 10 dias no son
clinicamente significativas, por ej. el bacilo del agua de canilla M. gastri, M. terrae y
M. triviale, mientras que las especies que tienen importancia clinica, M. scrofulaceum

y el complejo M. avium-intracellulare, son negativas.

El Tween 80 es la marca registrada del detergente: monoloeato de polioxietileno
sorbitan.

Tomar nota de la fecha en que observa ese cambio de color y seguir incubando hasta
completar los 10 dias para confirmar; el color puede intensificarse a rosado mas

intenso y hasta rojo pajizo.

Toma de hierro

Inocular 2 tubos de medio Lowenstein-Jensen, cada uno con 0,2 mL de una
suspension bacilar de aproximadamente 1 mg/mL de la cepa. Colocar los tubos

inclinados, difundiendo la siembra en toda la superficie del medio. Incubar a 37°C
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hasta el séptimo dia, se revisa el cultivo para observar la presencia de contaminacion
(20, 21, 75), Micobacterias no tuberculosas y se registra si existe presencia de agua o
cambio de coloracion en el medio, lo que nos puede indicar un cambio de pH, y a su
vez un crecimiento no adecuado. Si no se observa presencia de suspension bacilar, es
decir, si ya se ha reabsorbido en la superficie del medio, se pueden levantar, en caso

contrario, se deja inclinado hasta que la suspensidn haya penetrado el medio.

Una vez que hemos dejado en posicion vertical, y hemos observado crecimiento de
colonias, afadir en el fondo de uno de ellos 1 mL de la solucién de citrato de hierro
amoniacal sin toca la superficie del medio, es decir, se agrega en direccion e la pared
del tubo, del mismo modo, en el otro tubo, agregar 1 ml de agua destilada esteril.

Incubar en posicién vertical a 37°C por tres semanas.

El resultado esperado, es la presencia de un anillo color rojo o amarillo alrededor del

tubo. Justo en el limite superior donde se ha agregado el Citrato de Hierro Amoniacal.

Método de la Ureasa

Determina la capacidad del organismo para desdoblar la urea formando dos
moléculas de amoniaco por accién de la enzima ureasa, que esta clasificada como una
amidasa, es decir que cataliza la hidrdlisis de las amidas, es capaz de romper la unién

entre el carbono y el nitrégeno (20, 21, 75).
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HaN

HaN

C=0 + 2HOH——»CO02+ H,0 + 2NH; ¥——{NH,), CO3
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ANEXO D - ALGUNAS CARACTERISTICAS UTILES
PARA LA DIFERENCIACION DE MICOBACTERIAS

(70, 109).

Prueba o

M. simiae
M. xenopi
M. avium
intracellulare
M. gastri
Comp. M. terrae
M. triviale
M. fortuitum
abscessus
M. phlei
M. smegmatis
M. vaccae

Propiedad

M. tuberculosis
M. bovis
M. kanasasii
M. marinum
M. scrofulaceum
M. szulgai
M. gordonae
M. falvescens
M. ulcerans
M. chelonae

—
—
—
—
—
—
—
—
—
-
-
-
-
-
)
)
)
py)
py)

Crecimiento L
Pigmentacion en
la oscuridad

Fotocromogenici 1/
dad 212 |? S|

Niacina - -1+ -1 - -y -l

Nitrato
Reduccion
Catal_asaGBOC’--+-++ + |+ |+ + |+ ]-|+]|+|+] + [+ ]|P |+
20 min.
Hidrolisis de
Tween (B-10|P |- [+ [+ |- [-|P|+|*|-| - [|-|+|+[+]|P] - [|+|+]|+
dias)

Toma de Hierro

Ureasa + |+ |+ + -+ - - + |- +] +

L: Lento

R: Répido

P: Parcial, algunas cepas poseen esta caracteristica, otras no.

V: Variable

1: M. szulgai es escotocromdgena cuando crece a 37°C y fotocromdgena a 25°C.

2: El pigemento se intensifica por envejecimiento o por exposicion prolongada a la luz.
3: En algunas cepas aparece pigmentacion por envejecimiento.

Espacio en blanco: No hay suficientes datos.




ANEXO E - DESCRIPCION DE CEPAS: ANTECEDENTES Y CLINICA DE

PACIENTES.
BCI:(())I_D(I)%?A TIPO DE MUESTRA PROCEDENCIA ARO | SEXO | EDAD | DX | VIH | MDR | PSD
MOLECULAR

1 ESPUTO EL ORO 2013 | M 20 | vT
2 ESPUTO EL ORO 2013 | F 15 | CT
3 ESPUTO EL ORO 2013 | M %5 |CcT| X
4 ASPIRADO GASTRICO GUAYAS 2012 | M 7 |t
5 ESPUTO EL ORO 2013 | M 41 | vt
6 ESPUTO EL ORO 2013 | F 32 |vr
7 ESPUTO SUCUMBIOS 2011 | M 44 | AT RSRSS
8 ESPUTO SUCUMBIOS 2010 | F 31 | AT x__| RRRRS
9 ESPUTO SUCUMBIOS 2010 | F 31 | AT RRRRS
10 ESPUTO EL ORO 2010 | F 66 | AT RRRRS
11 ESPUTO GUAYAS 2011 | F 70 | AT RRRRS
12 ESPUTO SUCUMBIOS 2010 | F 55 | AT RRRRS
13 ESPUTO EL ORO 2013 | M 57 | vT SSSSS
14 ESPUTO EL ORO 2013 | M 55 | VT SSSSS
15 GANGLIO GUAYAS 2012 | F 37 _|cT
16 LIQUIDO PLEURAL GUAYAS 2010 | F 40 | vT
17 ESPUTO GUAYAS 2011 | M 88 | CT RRRRS

61T



18 ESPUTO MORONA SANTIAGO 2010 M 26 AT RRRRS
19 ESPUTO AZUAY 2010 M 88 CT
20 ESPUTO ESMERALDAS 2012 M 47 CT
21 LIQUIDO PLEURAL GUAYAS 2009 M 17 VT
22 ESPUTO LOS RIOS 2012 F 30 VT SSRSS
23 ESPUTO EL ORO 2012 F 24 VT
24 ORINA GUAYAS 2012 M 62 AT RRRRS
25 ESPUTO EL ORO 2012 M 102 VT
26 ESPUTO EL ORO 2012 M 78 VT
27 ESPUTO EL ORO 2012 M 32 VT
28 ESPUTO EL ORO 2012 F 90 VT
29 ESPUTO EL ORO 2012 M 69 VT
30 ESPUTO EL ORO 2012 M 41 VT
31 ESPUTO EL ORO 2012 M 30 VT
32 ESPUTO EL ORO 2012 F 26 VT
33 ESPUTO EL ORO 2012 M 18 VT
34 ESPUTO EL ORO 2012 M 21 VT
35 ESPUTO EL ORO 2012 M 66 VT
36 ESPUTO EL ORO 2012 M 42 VT
37 ESPUTO EL ORO 2012 F 83 VT
38 ESPUTO EL ORO 2012 M 48 VT
39 ESPUTO GUAYAS 2011 M 62 AT
40 ESPUTO GUAYAS 2010 F 75 VT
41 ESPUTO GUAYAS 2011 F 75 VT RSSSR

T¢T



42 LAVADO BRONQUEAL GUAYAS 2013 M 28 VT SSSSS
43 ESPUTO GUAYAS 2011 M 63 AT

44 ESPUTO GUAYAS 2013 M 52 VT SSSSS
45 ASPIRADO GASTRICO GUAYAS 2011 F 4 VT

46 ESPUTO GUAYAS 2013 F 54 VT SSSSS
47 ESPUTO GUAYAS 2013 M 31 VT SSSSS
48 ESPUTO GUAYAS 2013 M 53 VT SSSSS
49 ESPUTO GUAYAS 2013 M 28 VT SSSSS
50 ESPUTO GUAYAS 2013 M 30 VT SSSSS
51 ESPUTO GUAYAS 2013 F 28 VT SSSSS
52 ESPUTO GUAYAS 2013 F 65 VT SSSSS
53 ESPUTO INDUCIDO GUAYAS 2013 M 75 VT RSSSS
54 GANGLIO GUAYAS 2010 M 61 VT

55 ESPUTO GUAYAS 2012 M 20 VT RRSSS
56 ESPUTO GUAYAS 2012 F 32 VT SSSSS
57 ESPUTO GUAYAS 2012 M 46 CT RRSSS
58 ESPUTO GUAYAS 2012 M 63 VT RSRSS
59 ESPUTO GUAYAS 2012 M 74 VT SSSSS
60 ESPUTO GUAYAS 2012 M 56 CT SSSSS

T¢T



ANEXO F - REACTIVO DE GRIESS: SOLUCION Ay

SOLUCION B (70).

Solucion A

Acido Sulfanilico (o Sulfanilamida) |0,8 g
Acido Acético 30 ml
Agua destilada 100 ml
Solucién B

a naftilamina 059
Acido Acético 30 ml

Agua Destilada 100 ml




ANEXO G - REACTIVOS PARA PREPARAR LA

MASTER MIX POR MUESTRA (8).

10 X Buffer PCR sin Mg #* 5 ul
MgCI 50 mM 2 ul
dNTP 2 mM 1ul
TB 11; 20 pmoles 1ul
TB 12 ;20 pmoles 1ul
Betaina 10% final 5.7 ul
Agua 29.2 ul
Taq pol 0.2 ul
ADN 5l
Volumen total 50 ul




ANEXO H - PROGRAMA EN QUE SE REALIZA LA PCR

(8).
Desnaturalizacion | 95°C 5 min

94°C 1 min
35 ciclos 60°C 1 min

72°C 1 min
Extension Final | 72°C 0




ANEXO | - PREPARACION DE LA MEZCLA PARA

RESTRICCION DE GENES (8).

Producto de PCR 15 pl

10X Buffer especifico para cada enzima  |2,5 ul

Enzima 1pl
Agua 6.5 ul

Volumen Final 25 ul




ANEXO J - PALINDROME DE RECONOCIMIENTO DE

ENZIMAS DE RESTRICCION (110, 111).

BstE 11

'.GGTNACC...3
.CCANTGG..5'

Haelll

5...GGCC...3
3'..CCGG..5




ANEXO K - ALGORITMO DE PATRONES PRA PARA
34 ESPECIES LA DIFERENCIACION DE
MICOBACTERIAS A NIVEL ESPECIE PROPUESTO

POR TELENTI (10).

" BsEEl > o Haell »
— 140 kp.......

fo digestion ———————————— 1" Hg{?ﬁ%&: :
— 140bp....

. 1obp...

140bp 4|:1?&*115Dp....

5 bp — 190140 b....
—180/150 by...

. —155bp
120 bp L] —

o M iviale

i
o M abscessug
M. paragrinum |
. M simiagll
——220bp 155!135{95 bp. M. scrofilaceum
S AL F—
— 150125100 bp...
= 150/100 bp...
L 150780 b
{4015 tp..,

. M favescons |
o

L 140105 b
L 11510

— 1750 bp....
= 160/135/60 bp
150111070 bp

— 14030 by —=155/150100

245bp —

. M. intracedulare /5118
M, mammanssl
. ﬂ qordonag I.r

155140780 bp
120100 bp —E:ssr:mr?obp
140120 ..

— 25115 bp...

LM Xenapi

M, tuberculosis complex

s M, nonchremonanicum |

. M loturlur |

o M. ortaum 1
cangasi ?{*:v

12080 bp




ANEXO L - ALGORITMO PARA LA DIFERENCIACION
DE MICOBACTERIAS DE IMPORTANCIA CLINICAY
DE LABORATORIO A NIVEL DE ESPECIE

PROPUESTO POR DEVALLOIS (47).

BstEII Haelll
- — -
[rﬂumu bp —— M. triviale
A 17580 bp —— M. waccae
~Mo Digestion
l*ﬂl"l'ﬂ'ﬁ bp ——— M. szulpai
140 bp M. flavescens [

M. chelonge 55 chelprae

210
190 by ————{ 3G oy — M, haemophition
-325!1:4‘

190140 bp —— M. terrae
125 bp 4E14m 15/70 bp — M. gordonae IV

14105 bp —"M, genavense”
2000135 bp —— M. simiae
=160/ 1 580 bp— M. marinum
160060 bp ——— M. chelonae 53, abscessies
=155 500100 bp=— M. fortuitem 55, peregrinmm
330 b —155/1355 bp — M. scrofulacenm

mESBP 1500100 bp —— M. flavescens I
140115 bp — M. gordonae ¥V
=140/10570 bp — M. kansasii
=140/105 bp —— M. avium
=113110bp —— M. asiaticum
=1 75780 bp —— M. aurum
FIGN130 bp —— M. smegmais

4085 bp ———— | <1 10770 bp — M., shimoidei

L 245 bp ——, | 1400105/70 bp — M. gastri/M. kansasii

I- -l 55 14ve0 bp — M. irrracellulareMAT 5118
1257100 bp ———- 155110770 bp — M. malmdense
LAWI20 bp  —— M. pordonae 11T

=235/115 bp ——M. gordonge If

-17115 bp —— M. gordonae [

-1 7105 bp —— M. xenopi

L125/80 bp ——— 160714070 bp— M. tuberculosis complex
=160 bp M. nonchromogericum

[ 155/135 bp ——M. fortuitum 53, forfuitum
=1 HW135 bp —— M. fortuitum 55, Jrd variant
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