DEPARTAMENT DE MICROBIOLOGIA | ECOLOGIA

ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD FENO-GENOTIPICA DE
AISLADOS CLINICOS DE MYCOBACTERIUM KANSASII
DEL AREA DE INFLUENCIA DEL HCUV.

MARIA DEL REMEDIO GUNA SERRANO

UNIVERSITAT DE VALENCIA
Servel de Publicacions
2010



Aguesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valencia el dia 11 de
juliol de 2007 davant un tribunal format per:

- Dr. Juan Garcia de Lomas Barrionuevo
- Dr. Javier Aznar Martin

- Dr. Manuel Casal Roman

- Dr. Antonio Marcilla Diaz

- Dr. José Miguel Nogueira Crito

Va ser dirigida per:
Dr. Rafael Borras Salvador
Dr. Carlos Mufioz Collado

©Copyright: Servei de Publicacions
Maria del Remedio Guna Serrano

Diposit legal: V-3431-2011
|.S.B.N.: 978-84-370-7978-3
Edita: Universitat de Valéncia

Servei de Publicacions
C/ Arts Grafiques, 13 baix
46010 Valencia
Spain
Teléefon:(0034)963864115



Universitat de Valencia. Estudi General

Departament de Microbiologia i Ecologia

Estudio de la diversidad feno-genotipica de
aislados clinicos de Mycobacterium kansasii del area
de influencia del HCUV.

Tesis Doctoral

Maria del Remedio Guna Serrano

Valencia, 2007



VNIVERSITAT N |
D VALENCIA Facultat e [\/Jedicina i (Jdontologia

Rafael Borras Salvador , Profesor Titular de Microbiologia de la Universitat de
Valéncia (Estudi General) y Jefe de Secciéon de Microbiologia del Hospital
Clinico Universitario de Valencia, y Carlos Mufioz Collado, Profesor Titular de

Microbiologia de la Universitat de Valéncia (Estudi General)
Informan,

Que la Tesis Doctoral titulada “Estudio de la diversidad feno-
genotipica de aislados clinicos de Mycobacterium kansasii del area de
influencia del HCUV”, presentada por Dona Maria del Remedio Guna Serrano,
Licenciada en Medicina, ha sido realizada bajo nuestra direccién en los
laboratorios de la Seccion Departamental de Microbiologia de la Facultad de
Medicina y Odontologia y del Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico

Universitario de Valencia.

Y mediante este escrito autorizamos su presentacion para optar al
grado de Doctor en Medicina, en Valencia a veintisiete de Febrero de dos mil

siete.

Fdo: Prof. Rafael Borras Salvador Fdo: Prof. Carlos Mufoz Collado



A mis padres

A Fernando



Agradecimientos

Mi agradecimiento mas sincero al Dr. Rafael Borrds Salvador, por sus
innumerables horas de trabajo dedicadas a esta tesis, por aportar ese toque de
genialidad que siempre logra sorprenderme y por supuesto, por su inestimable
amistad. Ha sido un verdadero honor trabajar junto a él durante estos afios, con sus
buenos momentos pero también con sus momentos dificiles. Para él, todo mi carifo,

respeto y amistad.

A mi queridisima compafiera “del piso de arriba”, Dra Nieves Orta, participe
en estos afios de mi trabajo y mis agobios, gracias por compartir esos momentos, pero
sobre todo gracias por los momentos de risas y complicidad que hemos pasado juntas.
A mis chicos del club de los “agotes” (Dr. David Navalpotro y Dr. Oscar Fraile), que me

consta han disfrutado de nuestra compania y han sido participes de mi trabajo.

A la Dra. Concepcion Gimeno Cardona, por su apoyo en estos afios, por la

oportunidad profesional brindada y por su amistad. Para ella todo mi carifio.

Al Dr. Carlos Mufoz Collado, por su ayuda en la realizacién de esta tesis,
sus sabios consejos y su serena palabra. A la Dra. Victoria Dominguez, amiga y

comparniera en el arduo camino de doctorandas.

A todos los miembros del Servicio de Microbiologia del HCUV por su ayuda
en mi trabajo, y por hacerme sentir como en casa. Gracias a Mati, Inés, Rosa Man,
Amparo la secre, Concha, Chelo...., los chicos del turno de tarde (los que estan y los
que ya se fueron).... Todo mi carifio para vosotros. A Alberto Garay y Carmen Mallea:

gracias por compartir conmigo vuestra experiencia micobacteriana y saber hacer.

A mis padres, Manolo y Vicen, por confiar ciegamente en mi durante estos
afos, por su apoyo incondicional. Gracias por vuestro esfuerzo y por ser como sois.

Para vosotros todo mi amor. A Manolo, Ménica y Tute, siempre conmigo.
A mis tios Lola y Antonio, por su carifio; especialmente para i, tio...

A Fernando, porque sin su apoyo no hubiese sido posible la realizacion de

este trabajo; por estar siempre a mi lado y hacer que todo sea mas facil. Con amor...

A Sandra, por mis largas horas de ausencia...



Tesis doctoral. M® del Remedio Guna Serrano

indice

iNDICE

1 Introduccién 1
1.1 Primeras descripciones e interés médico. 2
1.2 Caracteristicas biolégicas. 4
1.2.1 Morfologia y estructura parietal. 4
1.2.2 Caracteristicas culturales y fisiologicas. 6
1.2.3 Biodiversidad. 7

1.3 Aspectos epidemioldgicos. 1
1.3.1 Habitat y mecanismo de transmision. 11
1.3.2 Factores epidemiolégicos, incidencia y prevalencia. 14
1.3.3 Epidemiologia molecular. 18

1.4 Patogénesis. 20
1.4.1 Determinantes de patogenicidad. 20
1.4.2 Factores dependientes del hospedador. 24
1.4.3 Colonizacién frente a Infeccion. 25

1.5 Manifestaciones clinicas. 26
1.5.1 Infecciones localizadas. 26
1.5.2 Enfermedad diseminada. 32

1.6 Diagnodstico microbiolégico. 33
1.6.1 Procedimiento diagndstico general. 33
1.6.2 Identificacion al nivel de especie. 36
1.6.3 Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. 40

1.7 Tratamiento. 43



indice

Tesis doctoral. M del Remedio Guna Serrano

IN

[$4)

&

Objetivos 47
Material y métodos 51
3.1 Origen de los aislados. 52
3.2 Mantenimiento de los aislados. 59
3.3 Identificacion de los aislados. 59
3.3.1 Identificacién fenotipica. 59
3.3.2 Identificacion molecular al nivel de especie. 60
3.3.3 Identificacién genotipica. 61
3.4 Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. 64
3.4.1 Compuestos ensayados. 65
3.4.2 Estudio de la concentracion minima inhibitoria (CMI). 66

3.4.3 Evaluacion de la utilidad del Sistema Bactec® MGIT 960
para los estudios de sensibilidad. 68
3.5 Analisis de la diversidad genética. 70
3.5.1 Estudio del DNA cromosdmico mediante PFGE. 70
3.5.2 Estudio de DNA cromosémico mediante AFLP. 74
Resultados 81
4.1 Resultados de la identificaciéon fenotipica. 82
4.2 Resultados sobre la identificacion molecular. 85

4.3 Resultados del estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos. 86

4.4 Resultados de la evaluacién del sistema Bactec® MGIT 960
para los estudios de sensibilidad. 91



Tesis doctoral. M® del Remedio Guna Serrano

indice

S

(<}

I~

4.5 Resultados del estudio del polimorfismo genético mediante

PFGE. 94
4.6 Resultados del estudio del polimorfismo genético mediante
AFLP. 97
4.6.1 Resultados obtenidos con el primer Apa-A. 98
4.6.2 Resultados obtenidos con el primer Apa-C. 102
4.6.3 Resultados obtenidos con el primer Apa-T. 105
4.6.4 Resultados del analisis global. 108
4.6.5 Poder discriminatorio del ensayo AFLP. 113
Discusion 115
5.1 Sobre la identificacion convencional y la diversidad
fenotipica. 116
5.2 Sobre la identificacion molecular y la diversidad genética. 117
5.3 Sobre la sensibilidad a los antibiéticos. 119
5.4 Sobre la evaluacion del sistema Bactec® MGIT 960 para los
estudios de sensibilidad. 126
5.5 Sobre el analisis del polimorfismo genético. 128
Conclusiones 133
Bibliografia 137




indice Tesis doctoral. M del Remedio Guna Serrano




1 Introduccidn



Introduccion Tesis doctoral. M del Remedio Guna Serrano

1.1 Primeras descripciones e interés médico.

Mycobacterium kansasii fue descrito en 1953 por Buhler & Pollak,
quienes atendiendo a sus caracteristicas culturales lo denominaron “yellow
bacillus”. Estos autores describieron el aislamiento en dos casos humanos de
unas micobacterias que causaban enfermedad pulmonar, pero que mostraban
una limitada patogenicidad en los animales de experimentacion (Buhler &
Pollak, 1953; Pollak & Buhler, 1955). Dichos microorganismos se
caracterizaban por producir colonias pigmentadas, con una gama cromatica
que variaba del color crema al amarillo o amarillo-naranja, que se acentuaba

con el tiempo y con la incubacién a temperatura ambiente.

En 1955, en una carta anénima, Runyon (1955) describi6 el papel de
la luz en la pigmentacion de estos organismos, y acuid el término
“fotocromégenos” para describir a los microorganismos que producian
pigmento solo tras la exposicion a la luz. En ese mismo afio, el nombre de M.
kansasii fue aplicado por Hauduroy (1955) a las cepas fotocromdgenas de
Buhler & Pollak. Posteriormente, las micobacterias de crecimiento lento que
mostraban este atributo, fueron asignadas al grupo | de la clasificacion de
Runyon (Runyon, 1958; Runyon, 1959). El papel del oxigeno y de la edad de
los cultivos en la expresion de la fotocromogenicidad de M. kansasii fue
demostrado por Wayne & Doubek (1964).

Durante varios afos, el aislamiento de M. kansasii a partir de una
muestra clinica fue invariablemente interpretado como que este organismo era
necesariamente el agente etioldgico de la enfermedad que afectaba al paciente
(Wayne, 1984). Sin embargo en 1962, fue descrita la existencia de dos
variantes que se diferenciaban atendiendo a la intensidad de la actividad
catalasa; una de ellas con actividad catalasa débil, correspondia a aislados
ambientales que fueron considerados como carentes de significacion etiolégica
(Wayne, 1962), lo que unido al aislamiento de cepas con actividad catalasa
elevada a partir de agua potable (Bailey et al. 1970; Steadham, 1980),

determind que la significacién clinica de este organismo, como la de las
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restantes micobacterias ambientales, se base en criterios muy estrictos:
evidencia clinica de enfermedad sin filiacion etiolégica, asociada al aislamiento
repetido de una misma especie micobacteriana o al aislamiento de una

micobacteria a partir de una lesién cerrada (Anonymous, 1974).

En 1975, un estudio de la British Thoracic and Tuberculosis
Association, informo6 de 70 casos de infeccion por micobacterias oportunistas
en Inglaterra y Gales, 53 de los cuales estaban producidos por M. kansasii. En
este mismo estudio, se demostré que la exposicion al polvo generado en
algunos ambientes de trabajo, parecia estar directamente relacionada con la
infeccion por M. kansasii, y que dicha asociacion era mas frecuente que en la
tuberculosis (Anonymous, 1975). Observacion que fue corroborada por Marks
(1975), quién demostré una asociacion significativa entre la infeccién por M.

kansasii y la exposiciéon al polvo en determinados ambientes laborales.

Actualmente, el interés medico de M. kansasii deriva del constante
incremento en la prevalencia de las infecciones producidas por micobacterias
no tuberculosas, asi como, del avance en la precision y rapidez de los métodos
diagndsticos y en las posibilidades terapéuticas (Wallace et al., 1997). M.
kansasii es considerado la segunda micobacteria no tuberculosa, después de
Mycobacterium avium complex, capaz de producir enfermedad pulmonar y
diseminada en pacientes tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos,
en muchas partes del mundo (Horsburgh & Selik, 1989; Parenti et al., 1995;
Wallace et al., 1997).

Aunque la incidencia de este patdgeno varia mucho segun la region
geografica considerada, incluso dentro de un mismo pais (Rodriguez et al.,
2003; Leal et al., 2005), en la ultima década se ha producido un aumento
importante en el numero de casos de infeccion por este microorganismo en
todo el mundo, de manera que en nuestro pais se muestra en varias series
como una de las dos micobacterias no tuberculosas que mas frecuentemente
causan enfermedad clinicamente destacable (Hernandez et al., 1990; Fraile et
al., 2006).
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1.2 Caracteristicas biologicas.

M. kansasii es un Firmicutes que esta incluido en la familia
Mycobacteriaceae y en el género Mycobacterium. Por lo tanto, son bacilos
grampositivos con quimiotipo parietal tipo IV (acido meso-diaminopimélico y
arabinogalactano), acido-alcohol resistentes, no capsulados, no esporulados,
inmoviles, quimiorganotrofos, exigentes culturalmente, aerobios estrictos, de

metabolismo oxidativo, catalasa positivos y citocromo-oxidasa negativos.

1.2.1 Morfologia y estructura parietal.

Desde el punto de vista morfolégico, M. kansasii tiene las
caracteristicas propias de las micobacterias, es decir son bacilos
grampositivos, 4acido-alcohol resistentes, aflagelados, acapsulados, y no

esporulados (Tison et Carbonelle, 1972).

La observacion microscopica tras tincion por el método de Ziehl-
Neelsen revela que el cultivo esta conformado por bacilos acido-alcohol
resistentes, pero la célula bacteriana es generalmente mas larga y ancha que
las restantes micobacterias. La singularidad morfoldgica de esta especie viene
determinada por la ausencia de homogeneidad tintorial, que se traduce por la
presencia de bandas o granulos somaticos que confieren a la célula un
caracteristico aspecto atigrado o acebrado. Ademas, lo habitual es que se
disponga en cordones curvos (Tison et Carbonelle, 1972; Alcaide y Benitez,
1999).

La estructura y funcion de la pared celular son aspectos muy
estudiados de las micobacterias, aunque no completamente conocidos (Draper,
1991). La menor permeabilidad de la pared celular se cree que juega un papel
importante en la resistencia intrinseca a muchos antimicrobianos, fendmeno
que alcanza niveles maximos cuando se trata de las micobacterias no
tuberculosas (Nikaido & Jarlier, 1991). También se ha relacionado la envoltura
con factores de patogenicidad, virulencia e interaccidn molecular con las

células del hospedador (Rastogi & Barrow, 1994).



Tesis doctoral. M? del Remedio Guna Serrano Introduccion

La envoltura celular de las micobacterias es una estructura compleja,
con gran riqueza lipidica, puesto que la pared celular contiene entre el 30-40%
del total de lipidos bacterianos (Rastogi & Barrow, 1994). Existen varios
modelos para explicar el ordenamiento de las distintas moléculas que forman la
estructura parietal (McNeil & Brennan, 1991; Minnikin, 1991; Rastogi, 1991). La
capa mas interna es la membrana plasmatica, similar a la de otras bacterias,
que esta formada por una bicapa lipidica que interacciona con proteinas. El
esqueleto o nucleo de la pared celular, esta compuesto por tres
macromoléculas unidas covalentemente y que son constantes en todas las

especies: peptidoglicano, arabinogalactano y acidos micélicos (Figura 1.1).
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Figura 1.1.- Esquema de la pared de Mycobacterium spp.

(http:// oregonstate.edu/~mahmudt/projects.html)

Otro de los lipopolisacaridos encontrados en todas las micobacterias
es el lipoarabinomanano, que es parte esencial de la envoltura celular y que
parece estar anclado a la membrana plasmatica desde donde se extiende
hacia el exterior de la pared. Este lipopolisacarido posee actividades bioldgicas

que modulan el sistema inmune del hospedador como la supresién inespecifica


http://oregonstate.edu/%7Emahmudt/projects.html
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de la activacion de los linfocitos T, inhibicion de la presentacion de antigenos e

inhibicion de la actividad de los macréfagos (McNeil & Brennan, 1991).

1.2.2 Caracteristicas culturales y fisioldgicas.

M. Kkansasii posee las caracteristicas fisioldgicas generales
inherentes a las micobacterias; es decir, se trata de microorganismos
quimioorganotrofos, aerobios estrictos y de metabolismo oxidativo. Poseen
actividad catalasa y peroxidasa, y son exigentes nutricionalmente. Dicha
exigencia nutricional es compleja, requiriendo para su crecimiento
oligoelementos, asparragina, glicerol, hierro y lipidos, entre otros compuestos.
Si bien es cierto que este organismo exhibe actividad catalasa, se ha descrito

la existencia de aislados con actividad catalasa débil (Wayne, 1962).

Este organismo esta incluido en el Grupo | de la clasificacion de
Runyon (1959) sobre las micobacterias cultivables no tuberculosas, por las
caracteristicas que reune: i) velocidad de crecimiento lenta; ii) produccion de

pigmento tras exposicion a la luz (fotocromogenicidad).

En las condiciones habituales de incubacién de un laboratorio clinico,
es decir, en estufa de 37°C y en atmdsfera convencional, M. kansasii es capaz
de desarrollarse de forma ostensible tras 10-12 dias de incubacion, aunque
presenta un amplio intervalo de temperaturas de crecimiento entre 32°C y
42°C. En los medios solidos (vgr medio de Lowenstein-densen), las colonias
presentan una morfologia intermedia, entre lisas y rugosas, con un centro liso,
denso, rodeado de wuna zona hipodensa, y se caracterizan por su
fotocromogenicidad que hace que desarrollen una coloracion amarillenta,
debido al depodsito de cristales de B-caroteno tras la exposicion a la luz
(Wallace et al., 1997).

Esta especie muestra una gran homogeneidad fenotipica y las
caracteristicas morfo-culturales y bioquimicas mas relevantes son: su
crecimiento lento, superior a 7 dias en medios de cultivo sélidos; la formacion

de colonias lisas—rugosas (SR) fotocromdgenas; la presencia de actividad
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catalasa, nitrato-reductasa y la capacidad de hidrolizar el Tween® 80 (Wallace
et al., 1997; Alcaide y Benitez, 1999) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1.- Caracteristicas culturales y bioquimicas de M. kansasii.

Crecimiento lento (>7 dias) Catalasa semicuantitativa (>45mm)° + (93%)
Tipo de colonias SR® Hidrolisis del Tween® 80 + (99%)
Producciéon de pigmento + Tolerancia NaCl 5% (28°C) -
Fotocromogenicidad + (96%) Crecimiento en T2H (10 ug/ml) +
Crecimiento a 25°C/37°C +° Resistencia al TCH (5 pg/ml) +
Crecimiento a 42°C v Reduccioén del telurito potasico —I+ (31%)
Crecimiento a 45°C - Nicotinamida +
Niacina —(96%) Propionamida =
Reduccion de nitratos + (99%) B-galactosidasa -
Arilsulfatasa (3 dias/10 dias) —I+ a-esterasa -
Ureasa —I+(49%) Fosfatasa acida +
Pirazinamidasa (4 dias) = Peroxidasa +
Catalasa a 68°C + (91%) Crecimiento en McConkey sin cristal violeta =

@ colonias lisas/colonias rugosas o intermedias; e temperatura optima de crecimiento 35°C; °Se describen dos
grupos de cepas de M. kansasii: los productores de enfermedad con >45 mm de burbujas y los no productores de
enfermedad con <45mm de burbujas.

1.2.3 Biodiversidad.

Algunos autores han relacionado ciertos aspectos fenotipicos con el
poder patdogeno de este microorganismo. Tal es el caso de los estudios de
Wayne (1962) y Belisle & Brennan (1989), en los que se sefiala a los aislados
con débil actividad catalasica como carentes de significacidon patogénica
(Wayne 1962) y se relaciona a los productores de colonias R, frente a las
variantes S, como inductores en modelo experimental de infecciones que
persisten mas tiempo (Belisle & Brennan, 1989); sin embargo, las bases

genéticas de estas variaciones no son conocidas.

1.2.3.1 Biodiversidad fenotipica.

Tortoli et al. (1994a), en un estudio sobre las caracteristicas
fenotipicas realizado con 71 cepas identificadas por métodos convencionales,

el 26,8% de las cuales no hibridaban con la sonda Gen-Probe, observaron que

-7-
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la variabilidad era muy limitada. En el caso de las pruebas diferenciales
clasicas refieren que aunque todas las cepas hidrolizaban el Tween® 80, dicha
actividad era mas rapida en las cepas hibridantes y que dos de estas
presentaban caracteristicas atipicas: una carecia de actividad nitrato-reductasa

y otra era niacina positiva.

El estudio de actividades enzimaticas mediante api® ZYM, les
permiti6 constatar que: i) todas las cepas carecian de actividad o-
galactosidasa, p-galactosidasa, B-glucoronidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa y
o-manosidasa; ii) todas ellas presentaban actividad C4 esterasa, C8 esterasa
lipasa, C14 lipasa, leucina arilamidasa, cistina arilamidasa, fosfatasa acida,
naftol-AS Bl-fosfohidrolasa, a-glucosidasa y B-glucosidasa; iii) los resultados
para las restantes actividades fueron variables (fosfatasa alcalina, 98,6%; o-
fucosidasa, 73,2%). Todo lo cual les permitié definir tres biotipos (1 a 3), y la
relacion existente entre el biotipo 2 y las cepas aisladas de pacientes VIH, ya
que en dicho tipo, caracterizado por la ausencia de actividad a-fucosidasa,
quedaban incluidos los aislados no identificados mediante Gen-Probe y la
mayoria de los aislados procedentes de pacientes VIH positivos (Tortoli et al.,
1994a) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2.- Esquema de biotipia segun Tortoli et al. (1994b).

Fosfatasa alcalina] Sonda AccuProbe Frecuencia (%)
1 + + +

71,8
2 - + - 1,4
3 + - + 26,8

En un trabajo presentado por el grupo GEMKA en el que se analiza
la biodiversidad de los aislamientos clinicos de M. kansasii en Espafia
mediante su caracterizacion genotipica y fenotipica, en el periodo comprendido
entre los afios 2000 y 2003, se describe la existencia de ocho biotipos (Tabla
1.3), de los cuales el mas prevalente es el biotipo 1 con un 83,9% (Calatayud et
al., 2004).
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Tabla 1.3.- Esquema de biotipia segun el grupo GEMKA (Calatayud et al., 2004).

| Biotipo | Nitratasa | Catalasa 68° | Hidrélisis del | Reduccién del | Frecuencia (%)
+ + +

1 + 83,9
5,6
4,9
2,8
0,7
- 0,7
+ - + - 0,7
- + +/- + 0,7

+/-
+

+ + + +

1
+ + + + +

0 N O b~ WNDN
]

Jiménez-Pajares et al. (2005), sefialan que esta especie muestra una
gran variabilidad fenotipica, ya que el 42,6% de las cepas incluidas en su
estudio presentaban caracteristicas fenéticas distintas a las descritas como
tipicas de M. kansasii, en lo que se refiere a aspectos tan fundamentales como
la produccion de pigmento tras fotoinduccion, acumulacion de niacina y
reduccién de los nitratos; todo ello, unido a la rapidez de la hidrdlisis del Tween
80 y a la actividad ureolitica, les permiti6 establecer la existencia de 17

biotipos, de los cuales el predominante era el biotipo 1 (Tabla 1.4).

Tabla 1.4.- Esquema de biotipia de Jiménez-Pajares et al. (2005).

Tween 80
+f - +

1 + + 1 dia 44,6
2 +f + - - + 1 dia 12,7
3 +f + - + + 3 dia 12,1
4 +f + - - + 3 dia 7,7
5 +f + - + + 5 dia 4,4
6 +f + - - + 5 dia 1,0
7 +f + - + - 1,7
8 +f - - + + 1 dia 5,0
9 +f - - - + 1 dia 1,0
10 +f - - + + 3 dia 2,7
1 +f - - - - 0,3
12 +f + + + 1 dia 2,7
13 +f + + + 3 dia 0,3
14 - + - + + 1 dia 0,3
15 - + - + + 3 dia 0,3
16 - + - - + 5 dia 1,0
17 - - - + + 1 dia 1,0

f: fotocromaégeno; * : reaccién positiva en el tiempo senalado.
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1.2.3.2 Diversidad genética.

Desde hace mas de diez afos, diferentes métodos de tipificacion
molecular se han empleado para el estudio de M. kansasii (Zhang et al.,
2004a). El analisis de la secuencia del gen 16S rRNA (Ross et al.,, 1992), la
amplificacion de la region espaciadora 16S-23S rRNA (Abed et al., 1995), la
PCR y analisis de restriccion del gen hsp-65 (PRA) (Plikaytis et al.,1992; Telenti
et al.,, 1993), y la deteccién de la secuencia de insercion 1S1652 (Yang et al.,
1993) permitieron determinar que M. kansasii contenia subespecies
genéticamente distintas, que no se podian poner de manifiesto mediante las

pruebas bioquimicas convencionales.

En el estudio realizado por Ross et al. (1992), se caracterizaron
aislados de Australia, Bélgica, Japon, Sudafrica y Suiza mediante una sonda de
DNA especifica de M. kansasii (pMK1-9); de los 105 aislados estudiados, 20
dieron un resultado negativo con esta técnica, y de ellos 19 mostraron
diferencias parciales en la secuenciacién del gen 16S rRNA. Sin embargo, las
85 cepas restantes con resultado positivo tenian en comun la mayoria de las
bandas, con variaciones menores en las bandas de mas alto peso molecular,

indicando que dentro de este grupo la variabilidad genética era baja.

Los estudios de Telenti et al. (1993) y Devalois et al. (1997),
mediante andlisis de los fragmentos de restriccion del amplicon del gen hsp65
(PRA), demostraron que los aislados de origen humano y ambiental podian ser
clasificados en cinco subespecies o grupos taxonémicos (I a V). Estos
resultados fueron confirmados por Picardeau et al. (1997) y Alcaide et al.
(1997).

Posteriormente, se han descrito dos nuevos subtipos (VI y VII)
mediante PRA y secuenciacion de la region espaciadora 16S-23S rRNA
(Richter et al., 1999), y secuenciacion del gen 16S rRNA (Taillard et al., 2003),
respectivamente. De los siete grupos genéticos descritos, M. kansasii | es el
subtipo causante de enfermedad en el hombre mas prevalente en todo el

mundo.
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En Espana, los estudios de Jiménez-Pajares et al. (2005) y Alcaide et
al. (2006) demuestran inequivocamente que el genotipo | es el mas
frecuentemente aislado a partir de muestras clinicas, con frecuencias que
varian entre el 86,6% y el 92,5 %, respectivamente. Cardefiosa et al. (2006) en
un estudio realizado sobre 230 aislamientos procedentes de 15 comunidades
autébnomas espanolas, concluyen que a pesar de la heterogeneidad genética
de la especie, un solo subtipo (genotipo |) es el mas prevalente,

caracterizandose éste por una importante homogeneidad fenética.

1.3 Aspectos epidemioldgicos.

1.3.1 Habitat y mecanismo de transmision.

Numerosos estudios demuestran que M. kansasii es una
micobacteria ambiental cuyo habitat natural es el agua, pero su presencia en
este elemento no es universal. Este organismo ha sido aislado de aguas
superficiales, de aguas para uso industrial y de aguas potabilizadas, tanto de
sistemas de distribucion doméstica (1,5% a 49%) como de redes hospitalarias
(3,5% a 20,3%) (Tabla 1.5), asi como, a partir de las aguas de acuarios, en la

region de Moldavia (Beran et al., 2006).

Existen varias razones que justifican la presencia de micobacterias
ambientales en las redes de distribucion del agua, como son su elevada
resistencia innata al cloro y otros biocidas, relacionada con la impermeabilidad
celular debida a la peculiar composicion parietal micobacteriana, y su
supervivencia durante largos periodos de tiempo en situaciones extremas de
carencia de nutrientes, debida a su capacidad de adaptacion a condiciones
medioambientales adversas, que se ve favorecida por la tasa de division celular
(Primm et al., 2004).

Steadham (1980) y Joynson (1979), refieren su aislamiento a partir
de muestras de agua potable con cloro libre entre 0,1 y 0,2 mg/L y su
supervivencia in vitro en agua potable durante mas de 12 meses. Ademas, las

micobaterias ambientales debido a la hidrofobicidad celular tienen la capacidad
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de adherirse a superficies, y por tanto pueden dar lugar a biofilms que facilitan
la colonizacién y su persistencia en los sistemas de distribucion (Primm et al.
2004; Vaerewijck et al., 2005). Schulze-Robbecke & Fischeder (1989) refieren
la formacion de biofilms que contenian micobacterias, en el interior de tubos de
silicona perfundidos durante 10 meses con agua de un sistema de distribucién
contaminado naturalmente por M. kansasii y Mycobacterium flavescens, y la

recuperacion del primero a razén de 2 x 10° UFC/cm?.

Tabla 1.5.- Resumen de algunos estudios sobre la presencia de M. kansasii en fuentes ambientales.

Aislamiento de
M. kansasii (%)

Agua de jacuzzis + 3 veces que MAC

Havelaar et al. (1985)

Agua de piscina

Alemania
Fischeder et al. (1991) Agua potable de uso doméstico +
Agua de plantas de potabilizacion -
Agua de plantas de potabilizacion -
Kaustova et al. (1981) Agua potable de uso doméstico +(1,8)
Agua potable de uso hospitalario + (3,5)
Chequia Slosarek et al. (1994) Agua potable +(1,5a1,9)
Agua potable de uso doméstico +(7)
Chobot et al. (1997) Agua para uso industrial + (43,7)
Suelo -
Pequenos roedores -
China Chang et al. (2002) Agua potable de uso hospitalario +(4,1)
Finladia Torvinen et al. (2004) Agua potable -
Francia Le Dantec et al. (2002) Agua potable -
Steadham (1980) Agua potable +(42,1)
EEUU Carson et al. (1988) gaud p;:;b(l,zigtlaiscizntros 2o -
Bland et al. (2005) Aguas superficiales v
Holanda Engel & Berwald (1980b) Agua potable de uso doméstico + (49)
India Parashar et al. (2004) AEDEEEEED *
Suelo -
Portugal Santos et al. (2005) Agua potable + (21,5)
Reino Unido Wright et al. (1985) Agua potable de uso hospitalario +(20,3)
Sudafrica September et al. (2004) Agua potable -
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Por otro lado, las micobacterias acuaticas en su habitat natural, en
estado plancténico o formando agregados, se relacionan con otros organismos
algunos de los cuales son predadores natos, como las amebas de vida libre.
Pero las micobacterias acuaticas, a diferencia de las teluricas, son capaces de
sobrevivir y multiplicarse en el interior de estos organismos (Primm et al., 2004;
Cirilo et al., 1997). Thomas et al. (2006), en un estudio sobre la biodiversidad
de las amebas y de las bacterias resistentes a éstas en la red de distribucion
de agua de un hospital, refieren el aislamiento de Mycobacterium gordonae, M.
kansasii y Mycobacterium xenopi en el 20,5% de las muestras analizadas, y
hallan una asociacion significativa entre la presencia de amebas y de
micobacterias (p= 0,0009), lo que les sugiere que las amebas constituyen un

reservorio de estos organismos.

M. kansasii se ha recuperado en muy pocas ocasiones de aguas
fluviales y lacustres (Collins et al., 1984), y excepcionalmente a partir de
muestras teluricas o de animales (Wolinsky & Rynearson, 1968). Estudios
recientes realizados en Chequia e India describen su ausencia en el reservorio
telurico (Chobot et al., 1997; Parashar et al., 2004) y en pequefios roedores
(Chobot et al.,, 1997). No obstante, su aislamiento a partir de otras fuentes
animales esta documentado microbiolégicamente: cucarachas (Periplaneta
americana) recolectadas en hospitales de Taiwan (Pai et al., 2003), a partir del
liquido pleural de un perro en EEUU (Pressler et al.,, 2002), de nddulos
linfaticos de ganado vacuno en Irlanda del Norte (Hughes et al., 2005), y de
muestras tisulares de peces clinicamente sanos de acuarios de la region de
Moldavia, Chequia (Beran et al., 2006).

Todavia no se ha podido establecer una relacién epidemioldgica
clara entre estos reservorios naturales y la enfermedad humana. La infeccidon
parece que se adquiere a partir del medio ambiente, que es su reservorio
principal, a través de agua contaminada o aerosoles, siendo rara la transmision
interhumana, que no ha podido ser totalmente demostrada. No obstante, hay
que tener presente que el aislamiento de M. kansasii no es una prueba

definitiva de enfermedad, ya que puede actuar como agente contaminante
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circunstancial, suponiendo mas una colonizacién del tracto respiratorio que una
infeccion (Ahn et al., 1982).

1.3.2 Factores epidemioldgicos, incidencia y prevalencia.

Desde mediados de la década de los afios 80 se ha observado un
cambio importantisimo en la prevalencia de las micobacterias no tuberculosas,
que se ha traducido por un notable incremento porcentual respecto al total de
aislamientos micobacterianos; ademas, existe una marcada variabilidad
geografica en cuanto a la prevalencia de enfermedades causadas por dichas
micobacterias y las especies implicadas (Wallace et al., 1997). Martin-
Casabona et al. (2004) refieren que en Bélgica, Chequia y en la costa
mediterranea espafola predominan las micobacterias no tuberculosas
pigmentadas, mientras que en Dinamarca, Finlandia, Reino Unido, Turquia y en
la costa atlantica brasilefia predominan los aislados no pigmentados. M.
kansasii es la causa mas frecuente de enfermedad pulmonar por micobacterias
oportunistas en el Reino Unido, Oeste de Europa y diversas partes de los
EEUU (Evans et al., 1996b).

En Estados Unidos, desde hace afos, M. kansasii se ha perfilado
como una causa importante de infeccion por micobacterias no tuberculosas,
siendo el agente etiolégico mas frecuente de micobacteriosis pulmonar no
tuberculosa en la zona central, mientras que en las zonas rurales del sudeste la
causa mas frecuente es M. avium complex. (Christianson & Dewlett, 1960). Asi,
la enfermedad presenta una alta incidencia en regiones del medio y bajo oeste
de Estados Unidos. En el estudio realizado por Bloch et al. (1998) en el norte
de California, se estima una incidencia de 2,4 casos/ 10° adultos/afio entre la
poblacién general, de 115 casos/ 10° pacientes VIH +/ afio y de 647 casos/ 10°
pacientes con SIDA/ ano. Esta incidencia es mucho mas elevada que las
referidas en épocas anteriores, como la determinada durante los afios 1982-
1983 por el laboratorio de vigilancia nacional, que estimé una prevalencia de

0,3 casos /10° habitantes.

-14 -



Tesis doctoral. M? del Remedio Guna Serrano Introduccion

En el Reino Unido, este organismo es la causa mas frecuente de
infeccion pulmonar por micobacterias no tuberculosas en poblacién no VIH
(Evans et al., 1996b). Los pacientes VIH constituyen una poblacién de mayor
riesgo por la severa inmunosupresion, que actua como factor predisponente
para la diseminacion del proceso (Sherer et al., 1986; Horsburgh & Selik,
1989). M. kansasii es una causa frecuente, tras M. avium complex, de
enfermedad pulmonar y/o diseminada en pacientes con SIDA. Sin embargo,
Yates et al. (1993) en un estudio realizado en el sudeste de Inglaterra no
observaron un incremento significativo del numero de infecciones causadas por
M. kansasii desde el comienzo de la epidemia de SIDA, lo que enfatiza el
posible papel de la distribucién geografica en la epidemiologia de la infeccion

por M. kansasii.
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En Espafa, segun Hernandez et al. (1990), este microorganismo es
la causa mas frecuente de infeccibn pulmonar por micobacterias no
tuberculosas. Afecta a pacientes de mayor edad que M. tuberculosis, con
enfermedades sistémicas o pulmonares cronicas de base, siendo capaz de
producir enfermedad diseminada en pacientes con alteracion de la inmunidad

celular, como los tratados con glucocorticoides e inmunosupresores,
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trasplantados, pacientes con enfermedades autoinmunes y hematolégicas, y

pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Castro et al., 1998).

Alcaide et al. (2006), refieren que se aisla con mas frecuencia en las
zonas mas densamente pobladas (Figura 1.2). De modo que en el sexenio
2000-2005, las comunidades con mayor numero de casos registrados fueron
Cataluna (32,4%), Euskadi (29%), la Comunidad Valenciana (9,1%) y la
Comunidad de Madrid (7,4%) (Tabla 1.6).

Tabla 1.6.- Frecuencia de aislamiento de M. kansasii en las diferentes Comunidades Auténomas
de Espaiia (Jiménez-Pajares et al., 2005; Alcaide et al., 2006).

. Jiménez-
Comunidad
Pajares et al.*

Alcaide et al.*

. Jiménez-
Alcaide et al.* | Comunidad
Pajares et al.*
3,0

Andalucia 2,7 Galicia 0,5
Aragon - 7,2 Euskadi 21,8 29,0
Asturias 12,1 5,3 Extremadura 1,3 0,3
Canarias - 0,8 La Rioja 0,3 -
Cantabria 1,7 1,0 Madrid 28,5 7,4
Castillay Ledn 7,0 1,8 Murcia 2,0 0,2
Castilla — La Mancha 0,7 0,1 Navarra 1,0 1,7
Cataluia 10,7 324 Principado de Asturias 12,1 -
Comunidad Valenciana 6,7 9,1 *: porcentaje sobre el total de aislados identificados

Estos datos son similares a los descritos por Jiménez-Pajares et al.
(2005), quienes sefialan que las comunidades con mayor porcentaje de
aislados son aquellas que tienen una actividad industrial mayor y la poblacién
se agrupa en grandes zonas urbanas (Tabla 1.6). Sin embargo, entre ambos
estudios existe un sesgo evidente: el de Alcaide et al. (2006) se basa en los
resultados de un estudio multicéntrico retrospectivo-prospectivo en el que
participan 92 hospitales, mientras que en el de Jiménez-Pajares et al. (2005) se

describen los resultados obtenidos con los aislados remitidos al Centro
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Nacional de Microbiologia durante el cuatrienio 2000-2003. En la Comunidad
Valenciana, en el area de influencia del Hospital Clinico Universitario de
Valencia, M. kansasii es la segunda especie mas prevalente (6,6%), tras M.
tuberculosis (Fraile et al., 2006). Martinez Moragén et al. (2001), en un estudio
realizado sobre pacientes del area de Hospital Universitario La Fe de Valencia,
describen que M. kansasii es la micobacteria no tuberculosa mas prevalente
(54,0%), seguida de Mycobacterium avium complex (40%), aunque en los
pacientes VIH positivos predomina M. avium complex (61%) y en los no VIH

predomina M. kansasii, con un 76,0%.

Alcaide et al. (2006), sefalan que el aislamiento de M. kansasii es
mas comun en los hombres que en las mujeres (78,1% frente al 21,9% de los
casos), que la edad media de los pacientes es de 54 afios y la proporcion de
individuos portadores de anticuerpos frente a VIH es del 12,4%, de los cuales
el 73% reunen criterios de enfermedad por M. kansasii, frente al 77,6% del
resto de la poblacién. Leal et al. (2005), refieren que la edad media de los
pacientes infectados por este organismo es de 53,01 afios para los hombres y
de 48,2 anos para las mujeres, con una mayor prevalencia entre los 50-60 afos
y los 30-40 afos, respectivamente; ademas, hallan que el proceso es mas
frecuente entre hombres (84,1%), en los pacientes sin infeccion por VIH
(83,6%), y que las enfermedades de base mas frecuentes son EPOC (25,9%),
tuberculosis (20,5%), hepatopatia crénica (11,4%), ulcera duodenal (8,6%),
cancer de pulmén (7,7%), infeccion por VIH (7,3%) y otros procesos

neoplasicos (6,8%).

Los estudios realizados en nuestro pais sobre la incidencia de la
infeccion por M. kansasii demuestran la existencia de diferencias poblacionales
y loco-regionales importantes. En Elche, Rodriguez et al., (2003) sefalan que si
bien la incidencia global es baja (0,27 casos/100.000 habitantes afio), este
parametro entre los pacientes VIH asciende a 75,1 casos/100.000 habitantes/
afo; mientras que en el area metropolitana de Bilbao, Leal et al. (2005) hallan

incidencias que varian entre los 2,05 casos/100.000 habitantes/ afio, del Area
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de Salud de Uribe, y los 8,05 casos/100.000 habitantes/afio, del Area de Salud

de Margen lzquierda-Encartaciones.

1.3.3 Epidemiologia molecular.

El primer método de tipificacién desarrollado para M. kansasii fue la
fagotipia (Engel & Berwald, 1980a). Sin embargo, la laboriosidad y las
dificultades de la técnica, unido a la dificultad de interpretacion de los
resultados y su baja reproductibilidad, determinaron que dicho método no fuera

ampliamente utilizado.

En los ultimos afos, diferentes métodos de tipificacion molecular
basados en el analisis del polimorfismo de fragmentos de restriccidon, obtenidos
mediante electroforesis en campo pulsante (PFGE) (Alcaide et al., 1997; linuma
et al., 1997; Picardeau et al., 1997) y tras electroforesis previa amplificacion
especifica (AFLP) (Picardeau et al., 1997; Gaafar et al., 2003) o aleatoria
(RAPD) (Alcaide et al., 1997), han sido utilizados como herramientas

epidemiologicas.

La electroforesis en campo pulsante (PFGE) es una técnica
ampliamente utilizada para tipificar diferentes microorganismos en brotes
epidemiologicos y estudios poblacionales. Sin embargo, en el caso de las
micobacterias, la especial composicion de su pared celular y motivos de
bioseguridad, han hecho que el desarrollo de protocolos normalizados sea
especialmente complejo y que los resultados obtenidos sean dificiles de
reproducir (Singh et al.,, 1999). La ausencia de protocolos que permitan
generar, almacenar y comparar patrones PFGE, ha limitado su uso en estudios
de epidemiologia molecular sobre micobacterias (Singh et al., 1999). En este
sentido, los trabajos realizados por diversos investigadores han aportado datos
contradictorios en cuanto a la capacidad del método para determinar la
diversidad genética de aislados de un mismo genotipo y su utilidad en la
epidemiologia molecular. En el caso de M. kansasii, Picardeau et al. (1997)
mediante PFGE, refieren la obtencion de cuatro patrones entre las 24 cepas del

subtipo | que estudiaron con la endonucleasa Dral. Por otra parte, Alcaide et al.
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(1997) hallan una aparente clonalidad entre los aislados de la subespecie |, que
relacionan con el insuficiente poder discriminatorio de la técnica. Sin embargo,
linuma et al., (1997), describen la existencia de diversos patrones PFGE entre
los aislados de M. kansasii estudiados, concluyendo que se trata de una
técnica con gran capacidad de tipificacién, reproducible y alto poder

discriminatorio.

La técnica AFLP es un método con muy buenas expectativas como
técnica de tipificacion bacteriana (Huys et al., 2000). Es un método prometedor,
novedoso y que combina la aplicabilidad universal con alto poder de
discriminacion y reproductibilidad (Janssen et al., 1996). Clasicamente, se basa
en la ligacién de adaptadores a fragmentos de restriccion selectivos y posterior
amplificacion de los mismos mediante PCR con iniciadores especificos que se
unen a dichos adaptadores (Salvelkoul et al., 1999). Para ello se requiere una
pequena cantidad de DNA gendmico purificado (10-100 ng) que es digerido con
dos enzimas de restriccion y los adaptadores de doble cadena se ligan a los
fragmentos de restriccion obtenidos. Posteriormente, se realiza una
amplificacion mediante PCR con iniciadores marcados radiactivamente, y los
productos de tal amplificacién son separados electroforéticamente en geles de
poliacrilamida (Vos et al., 1995). Debido a los problemas derivados del uso de
iniciadores marcados radiactivamente, también se han desarrollado iniciadores
fluorescentes que permiten la deteccion de los fragmentos en aparatos de
secuenciacion automatica. Existen muchas variantes de esta técnica. Una de
ellas, se basa en el uso de un solo enzima de restriccion, un solo adaptador y
el empleo de iniciadores no marcados junto con electroforesis en geles de
agarosa (Valsangiacomo et al., 1995). Esta forma simplificada presenta
diversas ventajas sobre la forma clasica, ya que permite la deteccion de
patrones polimorficos, sin necesidad de usar iniciadores marcados y sin tener
que usar geles de poliacrilamida. Los resultados obtenidos mediante el analisis
AFLP con el enzima de restriccién Pstl con respecto a la diferenciacion de
cepas dentro de cada uno de los cinco subtipos de M. kansasii, mostraron que
los patrones dentro del subtipo | eran muy similares o incluso idénticos y s6lo

unas pocas cepas, presentaban patrones diferentes del compartido por la
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mayoria de ellas (Picardeau et al., 1997). Si embargo, Gaafar et al. (2003),
logran describir 12 clusters diferentes entre los aislados del subtipo | utilizando,
segun Valsangiacomo et al. (1995), un solo enzima de restriccion (Apal) que
teéricamente corta el genoma de microorganismos con alto contenido en
guanina+citosina, como es el caso de M. kansasii (G+C del 64%) con una
frecuencia media de corte (Janssen et al.,, 1996), un solo adaptador e

iniciadores no marcados.

1.4 Patogénesis.

1.4.1 Determinantes de patogenicidad.

M. kansasii es una de las principales micobacterias no tuberculosas
causante de enfermedad pulmonar en pacientes inmunocompetentes y de
enfermedad pulmonar, extrapulmonar y diseminada en pacientes
inmunodeprimidos. Sin embargo, se sabe muy poco acerca de los factores de
virulencia y de los mecanismos de patogenicidad de M. kansasii para invadir y
sobrevivir en el huésped infectado. Las similitudes clinico-epidemiologicas
(Evans et al., 1996a; Evans et al., 1996b) y las relaciones filogenéticas (Roth et
al., 1998) existentes entre este organismo y M. tuberculosis, sugieren la posible
existencia de mecanismos patogénicos similares y que ambas especies

podrian expresar factores de virulencia relacionados (Arend et al., 2005).

Las micobacterias tienen una serie de propiedades biolégicas que
determinan sus caracteristicas ecoldgicas, epidemioldgicas y patogénicas. La
peculiar velocidad de crecimiento de estos organismos guarda relacion con el
numero de cistrones de rRNA 16S que presentan, de modo que las especies
de crecimiento lento tienen un unico cistron, frente a los dos que comunmente
tienen las especies de crecimiento rapido; este hecho facilita la aparicion de
resistencias mutacionales frente a los antibiéticos inhibidores de la sintesis
proteica y, en el caso de aquellas micobacterias que reconocen un reservorio
medioambiental, su adaptacion a condiciones adversas del ecosistema (Primm
et al., 2004).
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Como ha sido sefialado, es en la pared celular de la micobacterias
donde se localizan los factores de patogenicidad, virulencia e interaccion
molecular con las células del hospedador (Rastogi & Barrow, 1994). La
envoltura celular de las micobacterias es una estructura compleja, con gran
riqueza lipidica (Rastogi & Barrow, 1994), y en ella se localizan los antigenos
que permiten la interaccidon con las células del hospedador (Wiker & Harboe,
1992; Naito et al., 2005).

Los lipidos parietales tornan impermeable la célula bacteriana, hecho
que determina su resistencia innata a numerosos antibiéticos y biocidas,
incluido el cloro, y facilita la supervivencia intracelular en las amebas de vida
libre y en las células animales de estirpe fagocitaria. Por otro lado, en el caso
de las micobacterias ambientales de reservorio acuatico, la hidrofobicidad
celular debida a los lipidos parietales, determina entre otros hechos, su fijacion
a las superficies de materiales y celulares, que facilita: i) la formacion de
biofilms y los mecanismos de fagocitosis; ii) su concentracion en la interfase

agua-aire y su rapida aerosolizacion (Primm et al., 2004).

Las micobacterias, entre ellas M. kansasii, presentan a nivel parietal
un antigeno proteico denominado “complejo antigénico 85” (Ag 85), que es
secretado al medio (Wiker & Harboe, 1992; Naito et al., 2005). Este antigeno,
tiene actividad micoliltransferasa, interviene en la biosintesis de la pared
micobacteriana (Belisle et al., 1997) y esta conformado por tres componentes
estructuralmente relacionados (Ag 85A, Ag 85B, Ag 85C), de los cuales el
mejor conocido es el Ag 85B. Ademas, tiene afinidad por la fibronectina, lo que
facilita la fijacibn de las micobacterias sobre las superficies celulares
recubiertas por esta proteina y su penetracion en las células del hospedador
(Thole et al., 1992). En el caso de M. tuberculosis, el Ag 85 es considerado
como el antigeno inmunodominante, es decir, aquél que produce una mayor
estimulacién de las ramas efectoras celular y humoral del sistema inmunitario,
el que induce la sintesis de INF-y (Huygen et al., 1988; Valle et al., 2001) y
provoca una inmunidad protectora frente a la infeccion por este microorganismo

(Andersen, 1994). Pero este antigeno, segun sefala Godfrey et al. (1992)
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podria modular negativamente el establecimiento y la expresion in vivo de la
hipersensibilidad retardada, ya que podria unirse e inactivar la fibronectina
sintetizada por las células T sensibilizadas, que se asocia al desarrollo de dicha
reaccion inflamatoria, y generar un estado anérgico frente a antigenos

micobacterianos.

Recientemente, Naito et al. (2005) han demostrado que el Ag 85B de
M. kansasii presenta dos epitopos ligadores de fibronectina, altamente
conservados en otras micobacterias, de los cuales el conformado por los
aminoacidos 84 a 110, segun demuestran los ensayos de inhibicion, estaria
localizado en la superficie parietal lo que facilitaria la interaccién bacteria-
célula. Siemion & Wieczorek (2003), observaron que péptidos antiadhesivos
derivados de la fibronectina y del antigeno leucocitario humano DQ (HLA-DQ)

son potentes inhibidores de la fagocitosis de M. kansasii.

Otro componerte parietal son los lipomananos (LM) vy
lipoarabinomananos (LAM), glucolipidos complejos restringidos al género
Mycobacterium, conocidos en el caso de M. kansasii como KanLM y KanLAM,
respectivamente (Guéraldel et al., 2003). De ellos, los mejor estudiados son los
LAM, que actuan como importantes factores de virulencia para muchas
micobacterias, ya que facilitan los mecanismos de interaccidn entre éstas y las
células de estirpe fagocitaria, y modulan la respuesta del hospedador
inhibiendo inespecificamente la activacion de los linfocitos, la presentacion de
antigenos y la activacion de los macrofagos, entre otras actividades (McNeil &
Brennan, 1991). Atendiendo a la cadena terminal hidrocarbonada asociada al
dominio arabinano, han sido descritos tres tipos de LAM: ManLAM (manosil-
LAM), detectado en M. tuberculosis complex, M. avium complex,
Mycobacterium leprae y M. kansasii, entre otros; PILAM (fosfatidil-inostol-LAM)
presente en las micobacterias no patdgenas, vgr. Mycobacterium smegmatis;
AraLAM (arabinosil-LAM) caracteristico de Mycobacterium chelonae.

Astarie-Dequeker et al. (1999), sefialan que los residuos manosil de
ManLM y ManLAM serian los ligandos que reconocerian los receptores

manosil-manosa de los macrofagos humanos, y que su interaccion permitiria la
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internalizacién de las micobacterias y prevendria la fusién fagolisosomial en
condiciones no opsonicas. Por otro lado, Le Cabec et al. (2000) y Peyron et al.
(2000) refieren que los receptores CR3 de los macrofagos y neutréfilos son una
puerta segura para la internalizacién de las micobacterias, incluido M. kansasii,
en condiciones no opsonicas, dado que su actividad lectinoide con afinidad por
los residuos manosil-manosa existentes en la pared micobacteriana permitiria

la internalizacion y multiplicacion intracelular.

Existen evidencias que sugieren que la evasion de la apoptosis de
los macréfagos inducida por la infeccion de micobacterias patdégenas
representa un mecanismo de escape de las defensas del hospedador, ya que
permite la creacion de un ambiente favorable para su desarrollo intracelular.
Este fendbmeno guarda relacién con el tipo de LAM existente en la pared
celular, ya que su comportamiento como moléculas anti-inflamatorias o pro-
inflamatorias viene dado por la presencia de residuos manosil (ManLAM) o
fosfatidil-inositol (PILAM), respectivamente. De modo que ManLAM como
consecuencia de la inhibicion de la activaciéon de los macréfagos y de la
sintesis de TNF-a y del IL-12, inhibiria la muerte celular programada facilitando
la multiplicacion y la supervivencia intracelular de las micobacterias; mientras
que el caracter pro-inflamatorio de PILAM induciria la activacion macrofagica y
la sintesis de citocinas pro-inflamatorias que conducirian a la muerte

intracelular.

Guerardel et al. (2003), en un estudio sobre las caracteristicas
estructurales y las actividades bioldgicas del LAM obtenido de aislados clinicos
de M. kansasii (KanLAM), y su precursor el LM (KanLM), demostraron la
singularidad de ambos lipoglicanos, y el caracter anti-inflamatorio y pro-
inflamatorio de KanLAM y KanLM, respectivamente. Hecho este ultimo,
corroborado por Vignal et al. (2003) quienes demuestran que: i) KanLM
estimula la expresion de mRNA y la sintesis de TNF-a y de IL-8 a partir de
macrofagos humanos mediante su interaccidn con los receptores macrofagicos
CD14 y TLR-2, y que el dominio manano es esencial para esta funcion; ii) la

estimulacién celular depende de la presencia de la proteina fijjadora de
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lipopolisacaridos (LPS-bp), responsable de la transferencia de glucolipidos a
los CD14. Por otro lado, sefialan que el dominio arabinano de KanLAM
previene la interaccion de esta molécula con CD14 y TLR-2, ya que la
degradacion de dicho dominio restaura la produccion de citocinas. De modo
que KanLM facilitaria la respuesta inflamatoria innata, mientras que KanLAM

tendria un efecto antagoénico.

Por otro lado, el hecho de que los aislados de origen humano
pertenezcan mayoritariamente al genotipo | (Ross et al., 1992; Alcaide et al.,
1997; Picardeau et al., 1997), podria reflejar la existencia de diferencias
genéticas relacionadas con la virulencia entre este genotipo y los aislados

medioambientales (Arend et al., 2005).

A este respecto, Arend et al. (2005) en un estudio sobre la presencia
en aislados clinicos y ambientales de M. kansasii de los genes esat-6 y cfp-10,
presentes en la regiéon RD1 de los genomas de M. tuberculosis y M. bovis, y
sobre la sintesis de sus productos transcripcionales, las proteinas ESAT-6 y
CFP-10, demostraron que todos los aislados presentaban ambos genes y que
todos ellos sintetizaban las proteinas ESAT-6 y CFP-10, aunque su
concentracion estaba relacionada con el genotipo. De modo que los genotipos |
y Il, producian cantidades equimoleculares de ambas proteinas, tal como
sucede con M. tuberculosis y M. bovis, mientras que en los restantes genotipos
incluidos en el estudio (lll a V), la cuantia de ESAT-6 frente a CFP-10 era 3:1.
Todo lo cual, les llevd a postular que los genotipos Ill a V deberian ser
considerados como no patégenos, dado que al no existir concentraciones
intracitoplasmaticas 1:1 de ambas proteinas, ESAT-6 no podria ser secretada y
por lo tanto no produciria la citolisis de los neumocitos, como ocurre con M.

tuberculosis y M. bovis.

1.4.2 Factores dependientes del hospedador.

Los factores de riesgo para la infeccidn por M. kansasii incluyen la
existencia de enfermedades pulmonares subyacentes, entre las que cabe

destacar las alteraciones de la funcién ventilatoria (Ahn et al., 1976), la
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neumoconiosis (Jenkins, 1981), la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(Gorse et al., 1983; Maliwan & Zvetina, 2005), y la fibrosis quistica (Wolinsky,
1979; Forslow et al., 2003), asi como, el cancer (Jacobson et al., 2000) y el
alcoholismo (Maliwan & Zvetina, 2005). Por otro lado, la exposicion continua
que sufren las personas que trabajan en lugares en los que se genera polvo,
tales como explotaciones de carbon, industria del acero y del vidrio es también
considerada un factor de riesgo para la infeccion por M. kansasii (Marks, 1975,
Falkinham, 1996).

Légicamente una situacion de inmunodeficiencia es también un factor
de riesgo para la infeccion por M. kansasii. Segun Levine & Chaisson (1991)
dicha situacion y los bajos recuentos de linfocitos T CD4 parecen predisponer a

que los pacientes sufran una diseminacion de la infeccion.

Wiedland et al. (2006) realizaron un estudio en modelo murino con
ratones deficitarios en CD4. Aunque éstos presentaban una mayor
susceptibilidad a padecer infecciones por M. tuberculosis, no presentaban
mayor predisposicién a padecer infecciones por M. kansasii si se comparaban
con el grupo de ratones control. El estudio revel6 finalmente que la respuesta
inmune protectora frente a la infeccion por M. kansasii no depende de la
presencia de linfocitos T CD4 o de la produccién de IFN-y. Esto hacia pensar
que la infeccion por M. kansasii se producia en casos de complejas
inmunodeficiencias, de modo que las células T CD4, el IFN-y y las células T
helper (respuesta celular tipo 1) jugaban un papel limitado en la inmunidad

protectora frente a la infeccion pulmonar por M. kansasii.

1.4.3 Colonizacion frente a Infeccion.

M. kansasii raramente coloniza. Lillo et al. (1990) encontraron una
proporcion de enfermedad / colonizacion de 10:1, por lo que su aislamiento en

nuamero significativo de colonias es sindbnimo de enfermedad.

Para poder diferenciar colonizacién, contaminacién y enfermedad

pulmonar se siguen los criterios de la American Thoracic Society (Anonymous,

-25 -



Introduccion Tesis doctoral. M del Remedio Guna Serrano

1990): i) cuadro clinico radiografico compatible con tuberculosis pulmonar
activa; ii) aislamiento en cultivo de multiples colonias de la misma especie de
micobacteria en dos o mas esputos, o en esputo y broncoaspirado; iii)

exclusion de otras posibles causas de enfermedad.

No obstante, en los pacientes inmunodeprimidos, sobre todo en
relacion con la infeccion por VIH, muchos autores cuestionan tales criterios
(Sancho y Carrion, 2002). La presencia de micobacterias oportunistas en
secreciones respiratorias de pacientes VIH positivos, presenta un particular
problema, ya que estos pacientes estan frecuentemente infectados por
micobacterias no tuberculosas sin evidencia de enfermedad pulmonar. Esta
infeccion puede ser pasajera o reflejar una enfermedad diseminada o una

afectacion pulmonar subclinica (Wallace et al., 1997).

1.5 Manifestaciones clinicas.

M. kansasii es, tras M. avium complex la micobacteria oportunista
que con mayor frecuencia ha sido relacionada con la produccion de
enfermedad, tanto en pacientes inmunocompetentes como inmunodeprimidos,
afectos o no de SIDA (Choudhri et al., 1995). Aunque la forma mas frecuente
de presentacion es la forma pulmonar, también puede causar otras infecciones

localizadas, asi como infecciones sistémicas (Wallace et al., 1997).

1.5.1 Infecciones localizadas.
1.5.1.1 Enfermedad pulmonar.

La enfermedad pulmonar es la forma mas frecuente de manifestacion
clinica de infeccién localizada por M. kansasii. En EEUU, esta micobacteria es
la segunda micobacteria no tuberculosa, tras M. avium complex, que mas
frecuentemente causa enfermedad pulmonar. Se da en determinadas areas
geograficas y afecta principalmente a varones adultos de raza blanca, aunque
puede afectar a pacientes de cualquier sexo, raza o edad; algunos de ellos con
enfermedades pulmonares cronicas subyacentes, aunque la proporcién de

individuos con enfermedades de base es menor que en el caso de la
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enfermedad pulmonar por M. avium complex. Los nifios raramente desarrollan
esta forma de presentacion, salvo aquellos afectos de fibrosis quistica
(Wolinsky, 1979). Forslow et al. (2003), describen en su trabajo que el 6,1% de
los pacientes con fibrosis quistica estan infectados por micobacterias no
tuberculosas, de los cuales el 9,1% corresponde a pacientes con cultivos

positivos para M. kansasii.

Clinicamente la infeccion pulmonar es insidiosa, de caracteristicas
similares a la producida por M. tuberculosis, con malestar general, astenia,
fiebre, tos productiva, disnea, hemoptisis y pérdida de peso; es decir, unos
signos y sintomas bastante inespecificos, que incluso se pueden solapar con
los de la enfermedad pulmonar subyacente. Ocasionalmente este organismo
puede causar enfermedad neumodnica o nodulo pulmonar solitario sin
cavitaciéon. La afectacion basal de la pleura no se produce con frecuencia y el

derrame pleural es raro (Evans et al., 1996a, 1996b).

El estudio radiografico de térax puede mostrar imagenes variadas,
que contrastan con el patron tipico de la enfermedad pulmonar por M.
tuberculosis. Son muy frecuentes las lesiones cavitadas en I6bulos superiores
(Gallont & Ko, 1996), que se observan en el 43 a 96% de los casos segun las
series (Ledn et al.,, 1994). Evans et al. (1996a), en un estudio comparativo
sobre los hallazgos radiograficos observados en pacientes con infeccidn
pulmonar por M. tuberculosis y M. kansasii, refieren que: i) en la infecciéon por
M. kansasii las alteraciones son comunmente unilaterales y se localizan
preferentemente en los Ibbulos superiores, mientras que en el caso de
infeccién por M. tuberculosis las lesiones se localizan generalmente en l6bulos
inferiores; ii) la afectacion de mas de un segmento pulmonar, la presencia de
broncograma aéreo y de derrame pleural es menos frecuente en el caso de
infeccion por M. kansasii, que en la debida a M. tuberculosis; iii) la proporcion
de pacientes con lesiones cavitadas es similar en ambos grupos, aunque en el
caso de infecciones asociadas a M. kansasii las lesiones son de menor
diametro. A pesar de ello, senalan que las diferencias detectadas no son

suficientes para establecer el diagnostico diferencial, aunque determinados
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signos, como la presencia de derrame pleural o la afectacién de Iébulos

inferiores, hacen improbable la implicacion etiolégica de M. kansasii.

1.5.1.2 Linfadenitis.

Es la forma mas frecuente de presentacion de la enfermedad por
micobacterias no tuberculosas en nifios, y en ausencia de infeccién por VIH
raramente se da en adultos (Wolinsky, 1995). Este proceso afecta a nifios entre
los 2 y 4 afos de edad, siendo raro a partir de los 10 afios. En ocasiones se
describen como antecedentes la infeccion gingival, un traumatismo bucal o una
erupcion dentaria previa, pudiéndose contraer la infeccion por la ingesta de
agua, tierra o alimentos contaminados. Suele afectar a ganglios de las cadenas
cervicales anteriores y submaxilares, y con menos frecuencia a los de areas
preauriculares. Suele tener un curso crénico e insidioso con tendencia a la
fistulizacion y cicatrizacion. En la literatura médica espafola, entre 1990 y
2004, se recogen 23 casos de linfadenitis sobre un total de 35 casos de
infecciones en niflos producidas por micobacterias oportunistas (Baquero-
Artigao, 2005).

En las series revisadas, M kansasii ocupa el tercer lugar, con
frecuencias que varian entre el 1,8% (Flint et al., 2000) y el 5% (Albright &
Pransky, 2003), tras M. avium complex (70-98,2%) y Mycobacterium
scrofulaceum (10-20%) (Flint et al., 2000; Albright & Pransky, 2003).

1.5.1.3 Otros procesos infecciosos.

Se ha descrito la implicacion de M. kansasii en procesos tan diversos
como meningitis (Bergen et al., 1993; Flor et al, 1996), sinovitis y tenosinovitis
(Zenone et al.,, 1999), artritis (Carroll et al., 1984; Bernard et al, 1999),
osteomielitis (Yano et al, 2004), sindrome del tunel carpiano (Blue et al., 2002),
infeccién hepatica y esplénica (Cook & Christie, 1999), lesiones cutaneas e
infecciones de tejido celular subcutaneo (Mayberry et al., 1965; Chaves et al.,
2001) y afectacion del sistema musculoesquelético (Barham & Hargreaves,
2006).
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También se ha descrito la posible implicacion de M. kansasii en
infecciones osteoarticulares generadas tras inoculacion directa por traumatismo
accidental, incision quirurgica, heridas punzantes o inyecciones (Wolinsky,
1979; Falkinham, 1996).

Las infecciones cutaneas por M. kansasii son muy raras (Chaves et
al., 2001); la primera de ellas fue descrita en 1965 (Mayberry et al., 1965) y
desde entonces se han recogido en la bibliografia casi 50 casos. Los pacientes
tenian edades comprendidas entre 16 y 84 afos. En el 72% de los casos
existian alteraciones inmunoldgicas de base (quimioterapia, transplante renal o
cardiaco, enfermedades inmunes o SIDA) u otros factores predisponentes
(Breathnach et al., 1995), y en el 28% se trataba de pacientes
inmunocompetentes por inoculacién exdgena tras pequefia lesidon traumatica,
demostrada en dos tercios de los casos (Nadal et al., 1997). Breathnach et al.
(1995) sefalan que los factores de riesgo para la infeccién cutanea por M.
kansasii, incluyen enfermedad sistémica, inmunosupresién, patologia cutanea y

la exposicién a aguas contaminadas.

La afectacion cutanea puede presentarse en forma de papulas,
nodulos, pustulas, ulceras costrosas, verrugas, abscesos, celulitis y ulceras
orales o perianales. Chaves et al. (2001) describen el caso de una infeccidn
cutanea en una nifia de seis afos de edad no inmunodeprimida. Se pensaba
que la via de entrada, dado que la lesion aparecié en verano, pudo ser un
pequeio traumatismo en la piscina. La nifia presentaba lesiones nodulares
eritematosas y de aspecto costroso en el codo izquierdo, sin afectacion del
estado general, linfadenitis ni hepatoesplenomegalia. La lesidon no respondié a
la terapia inicial con amoxicilina y cloxacilina. La tincién de Ziehl-Neelsen de la
biopsia cutanea revel6 la presencia de BAAR. La exéresis quirurgica se
completd con cinco meses de tratamiento con eritromicina sin recurrencias de

la lesion.

Bartralot et al. (2000), en un estudio comparativo, refieren que la
presencia de un patrén bifasico con microabscesos polimorfonucleares en

dermis y tejido celular subcutaneo, asi como la formacién de granulomas
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epiteloides con o sin necrosis, deberia indicar la posibilidad de una infeccion
por micobacterias no tuberculosas. Ademas, la duracién de la infeccion y el
estado inmunolégico del hospedador son los dos parametros fundamentales
que conducen a la variabilidad de las manifestaciones clinicas e
histopatolégicas observadas en las infecciones cutaneas por micobacterias no

tuberculosas.

1.5.1.4 Infecciones en pacientes con neoplasias.

Los pacientes con cancer, particularmente los pacientes con
leucemia, muestran un mayor riesgo que la poblacidn general para desarrollar
infecciones por M. kansasii, sin mostrar la clinica tipica de una infeccion
micobacteriana, a pesar de presentar una afectacién radiografica extensa e
importante. Jacobson et al. (2000), en un estudio retrospectivo sobre la
incidencia de este microorganismo demuestran que es una causa infrecuente
(25 casos/100.000 pacientes registrados) pero importante de enfermedad en
pacientes con neoplasias, sobre todo de edad avanzada. Las manifestaciones
de la infeccibn en estos pacientes son variadas y van desde formas
diseminadas (8%) a simples colonizaciones (20%), pasando por formas

pulmonares ciertas (40%), probables (12%) y posibles (20%).

Aunque las infecciones por M. kansasii en la poblacion general se
presentan tipicamente como una enfermedad pulmonar cavitada que afecta a
I6bulos superiores y que evoca una tuberculosis, la mitad de los pacientes con
cancer presentan infiltrados multilobares sin cavitacion (Ahn et al., 1982; Lillo et
al., 1990). De modo que en estos pacientes, debido a la trascendencia clinica
de una infeccion por micobacterias, es importante mantener la sospecha
diagndstica ante la aparicion de nuevos infiltrados pulmonares con o sin signos

clinicos de enfermedad.

Un caso especial lo constituye la asociacion de tuberculosis
pulmonar y carcinoma de pulmdén que es bien conocida en la literatura desde
hace afios. La incidencia de carcinoma broncogénico es mayor en los

pacientes con tuberculosis que en la poblacion general, lo que puede deberse a
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varias razones: i) las zonas cicatriciales parenquimatosas presentan mayor
predisposicion a desarrollar neoplasias, sobre todo adenocarcinomas; ii) la
tuberculosis puede reactivarse por la erosion de los focos caseosos
encapsulados, debido a la infiltracion de células neoplasicas (Tomas et al.,
1990); iii) la infeccibn o reactivacion puede estar favorecida por la
inmunosupresion celular relacionada con la propia neoplasia, los
procedimientos radio-quimioterapicos, o con la caquexia y malnutricion que

conllevan las enfermedades malignas (Feld et al., 1976).

El carcinoma broncogénico puede desarrollarse sobre procesos
Cicatriciales secundarios a lesiones tuberculosas o bien aparecer
sincronicamente (Fernandez de Sevilla et al., 1988), pero la presentacion
simultanea de ambos procesos es poco frecuente, ocurriendo en el 1 a 3% de
los pacientes con cancer de pulmoén segun las series (Martinez et al., 1995),
resultando excepcional la presentacién sincronica de infeccién pulmonar por
micobacterias atipicas y el carcinoma broncopulmonar. Zvetina et al., (1992),
describen las primeras observaciones de infeccidn pulmonar por M. kansasii en
pacientes que habian sido tratados de neoplasias pulmonares y sehalan que
este organismo debe ser considerado en pacientes procedentes de areas
endémicas, especialmente en aquellos que hayan recibido tratamiento

radioterapico.

En el caso presentado por Sancho y Carrién (2002), la presencia de
carcinoma epidermoide metastasico junto con imagenes cavitadas en la
radiografia de térax y aislamiento de bacilos acido-alcohol resistentes en el
esputo, hizo pensar inicialmente en la reactivacion de un proceso tuberculoso
antiguo en un paciente con carcinoma broncogénico, si bien la identificacion de
M. kansasii a partir de los cultivos obligd a replantearse la situacion. Se han
descrito otros casos de infeccion pulmonar por M. kansasii y carcinoma
broncogénico sincronico: Lillo et al. (1990) refieren que el 13,6% de los
pacientes con cultivos positivos para M. kansasii, presentaban carcinoma
broncogénico; Echevarria et al. (1994) describen que el 7,4% de los pacientes

con infeccion por M. kansasii, presentaban una neoplasia, sin especificar el
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origen. Las causas por las que ambos procesos aparecen sincronicamente
serian las mismas que las descritas para la tuberculosis pulmonar, jugando un
papel fundamental, la alteracion del aclaramiento mucociliar y de la funcion de

los macrofagos (Zvetina et al., 1992).

1.5.2 Enfermedad diseminada.

La infeccion diseminada por M. kansasii es un proceso raro, asociado
comunmente a estados de inmunodepresion, relacionados o no con la infeccién
por VIH. No obstante, existen descripciones en pacientes inmunocompetentes
como las realizadas por Suzuki et al. (2005) y Tsai et al. (2006) quienes
refieren sendos casos, uno con afectacion pulmonar y de la médula 6sea en un
paciente con sindrome del intestino corto, y otro con afectacion multiorganica

en un paciente sin enfermedad de base, respectivamente.

En los pacientes no VIH, este proceso ha sido descrito tanto en
pacientes con inmunodepresion secundaria a la enfermedad de base como de
origen iatrogénico por tratamiento con corticoides, cistostaticos y radiaciones
ionizantes (Lichtenstein & MacGregor, 1983). Normalmente, se presenta como
multiples nodulos subcutaneos o abscesos que drenan espontaneamente,
mientras que la infeccion por M. avium complex, que es el agente mas
frecuente, se suele manifestar por un cuadro de fiebre de origen desconocido.
La mortalidad de este tipo de infeccidn se correlaciona directamente con el tipo

y severidad de la enfermedad subyacente (Wolinsky ,1979).

En los pacientes VIH, la infecciéon diseminada se da en estadios
avanzados de la enfermedad con recuentos de CD4 <100 células/uL vy criterios
diagnosticos de SIDA. Generalmente, la infeccibn se produce por via
hematogena a partir de un foco pulmonar, y se acompafia de fiebre, astenia,
pérdida de peso, sudoracion nocturna, adenopatias generalizadas, a veces
dolor abdominal y diarrea, asi como, manifestaciones relacionadas con el
organo afecto. Estos hallazgos pueden confundirse con signos de enfermedad
avanzada debidos a la propia infeccion por el VIH, aunque las adenopatias

retroperitoneales o abdominales y la hepato-esplenomegalia pueden estar
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presentes. La anemia es la alteracion de laboratorio mas frecuente.
Comunmente la infeccion diseminada se asocia a enfermedad pulmonar
(Sherer et al., 1986; Horsburgh & Selik, 1989), y segun sefialan Sherer et al.
(1986) la mayoria de los casos descritos en la literatura han sido de evolucién

fatal.

La mortalidad asociada a la infeccion por M. kansasii depende
evidentemente de varios factores, que incluyen ademas de la extension de la
infeccion, el estado de inmunosupresion del paciente, la presencia
concomitante de otras enfermedades, y el adecuado cumplimiento del
tratamiento. En un estudio realizado en Estados Unidos sobre 302 pacientes
durante un periodo comprendido entre 1952 y 1995, la mortalidad de la
enfermedad causada por M. kansasii alcanzo el 7,9%, aunque en dicho trabajo
se incluian tanto pacientes inmunocompetentes como inmunodeprimidos
(Maliwan & Zvetina, 2005).

1.6 Diagnéstico microbiolégico.

El diagndstico de las infecciones producidas por M. kansasii, como el
de cualquier proceso infeccioso de probable etiologia micobacteriana, es de
tipo directo y se basa en la visualizacién, aislamiento en cultivo e identificacion
del agente causal, y en el estudio de sensibilidad a los antibidticos (Wallace et
al., 1997).

1.6.1 Procedimiento diagnéstico general.

Segun las recomendaciones de la American Thoracic Society
(Wallace et al., 1997) las técnicas de tincion empleadas para el diagndstico de
la infeccion por M. tuberculosis son utiles para busqueda de micobacterias no
tuberculosas en material clinico. Para ello se pueden emplear dos métodos de
tincion: uno de cribado, como la coloracion con fluorocromos (auramina-
rhodamina), y otro de confirmacion, como la tincion de Ziehl-Neelsen. La
primera de las técnicas presenta mayor sensibilidad y requiere menor tiempo

de busqueda, aunque los resultados positivos deben ser confirmados con la
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tincion de Ziehl-Neelsen (Salfinger & Pfyffer, 1994). La apariencia de las
micobacterias no tuberculosas al microscopio es practicamente indistinguible
de M. tuberculosis, aunque M. kansasii, como ha sido sefialado, presenta una
morfologia singular a modo de bacilo grueso y alargado tefido irregularmente,
lo que le da un tipico aspecto atigrado que puede orientarnos en el diagndstico

de especie (Alcaide y Benitez, 1999).

M. kansasii es una micobacteria cultivable, de crecimiento lento, que
se desarrolla tanto en medios de cultivo liquidos como sdlidos. Pero la mayoria
de las muestras remitidas para la investigacion de micobacterias estan
contaminadas por la microbiota normal del hombre, hecho que determina la
necesidad de tratar previamente las muestras con la finalidad de evitar el

sobrecrecimiento bacteriano o fungico durante la incubacion de los cultivos.

Los métodos de descontaminacion y concentracién recomendados
para la recuperacion de M. tuberculosis a partir de muestras clinicas, son utiles
para las micobacterias no tuberculosas. No obstante, hay que tener en cuenta
que éstas son mucho mas sensibles al NaOH, por lo que se debe tener
especial cuidado y no excederse en la concentracion de NaOH ni en el tiempo
recomendado de tratamiento de las muestras (Wallace et al., 1997). Los
métodos de digestion y descontaminacién que son empleados habitualmente
en los laboratorios incluyen el pretratamiento de las muestras con laurilsulfato
de sodio/NaOH (Tacquet et Tison, 1961) o N-acetil-L-cisteina / NaOH (Kent &
Kubica, 1985). El procesamiento habitual con N-acetil-L-cisteina / NaOH
seguido de acido oxalico al 5% es un procedimiento que se deberia considerar
cuando exista la posibilidad de que las muestras estén contaminadas por
Pseudomonas aeruginosa, sobretodo en pacientes con bronquiectasias
(Wallace et al., 1997).

El tratamiento de las muestras de sangre con agentes liticos mejora
significativamente la deteccion de micobacterias en sangre, para lo cual se
pueden usar diferentes métodos: i) hemdlisis con el Sistema Isolator (Wampole
Laboratorios, USA) o con desoxicolato sodico; ii) inoculaciéon directa de la

muestra en los viales 13A del sistema Bactec® TB (Becton Dickinson, Sparks,
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Maryland) o BD Bactec® MYCO/F-Lytic del sistema Bactec 9000 (Becton
Dickinson Diagnostic Instrument Systems, USA). La recuperacion de
micobacterias mediante estas tres técnicas es aproximadamente la misma
(Salfinger & Pfyffer, 1994).

Para el aislamiento en cultivo, se deben seguir los principios
considerados para M. tuberculosis. Los cultivos deberian ser inoculados en uno
0 mas medios solidos y en un medio liquido. No se recomienda el cultivo en
medio sélido como unico cultivo o cultivo primario, ya que suelen ser mucho
mas lentos. Basicamente, hay dos tipos de medios sdlidos: aquellos que llevan
una base de huevo y patata (Lowestein-Jensen) y los medios con una base de
agar (Middlebrook 7H10 o 7H11). Estos medios son utiles para observar la
morfologia de las colonias y la capacidad de producir pigmentos, asi como para
cuantificar el numero de organismos viables, con la finalidad de valorar su

significacioén clinica y la respuesta al tratamiento (Wallace et al., 1997).

Existen en el mercado diferentes medios liquidos comercializados,
unos no automatizados, como el sistema bifasico agar/caldo Septi-Chek AFB
System (Becton Dickinson, Sparks, Maryland) y Mycobacterial Growth Indicator
Tube (MGIT) (Becton Dickinson, Sparks, Maryland); otros semiautomaticos,
como el sistema radiométrico Bactec® TB 460 (Becton Dickinson, Sparks,
Maryland), y otros automatizados no radiométricos como los sistemas ESP
Culture System |l (Difco Laboratorios, Detroit, MI), Bactec® MGIT 960 (Becton
Dickinson, Sparks, Maryland) y MB/BacT® (bioMérieux Inc, Durham).

Cuando se observa crecimiento en los medios empleados, o bien
éste es detectado por los sistemas automatizados, lo primero que se debe
realizar es una tincidn por el método de Ziehl-Neelsen para confirmar que la
positividad de los cultivos es debida al crecimiento de bacilos acido-alcohol

resistentes.
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1.6.2 Identificacién al nivel de especie.

La identificacion de M. kansasii puede llevarse a cabo mediante
métodos convencionales, cromatograficos o genomicos (Alcaide y Benitez,
1999). Tradicionalmente, los pilares fundamentales en los que se ha basado la
identificacion de M. kansasii, como la de las restantes micobacterias no
tuberculosas, han sido los criterios considerados en la clasificacion de Runyon
respecto a la velocidad de crecimiento y la pigmentacion de las colonias, las
caracteristicas morfo-culturales y las pruebas bioquimicas convencionales. De
este modo, las pruebas de acumulaciéon de niacina y catalasa termorresistente
han sido los parametros empleados para distinguir entre M. tuberculosis y otras
micobacterias no tuberculosas de crecimiento lento. Las pruebas bioquimicas
que clasicamente han caracterizado el perfil de los aislados de M. kansasii son
la produccién de catalasa, nitrato-reductasa y pirazinamidasa, asi como la

capacidad de hidrolizar el Tween® 80 (Tabla 1.7).

La laboriosidad y lentitud de los procedimientos convencionales, y la
eventual dificultad de llegar a una identificacion inequivoca, han facilitado la
introduccién de métodos de diferenciacion alternativos. Unos, como la
cromatografia liquida de alta presion, que por el equipamiento necesario y la
cualificacion del personal son de aplicacidén casi exclusiva en los laboratorios
de investigacion y en los centros de referencia; otros, como los métodos

moleculares mas asequibles a los laboratorios clinicos.

Las técnicas de deteccion de acidos nucleicos se han convertido en
los ultimos afos en la herramienta mas eficaz para llegar a una identificacion
rapida y precisa al nivel de especie. Se han desarrollado técnicas basadas en
la amplificacion mediante PCR de un segmento de DNA y posterior analisis de
los fragmentos obtenidos mediante enzimas de restriccion (RFLP) (Telenti et
al., 1993), hibridacién en fase sdlida (Tortoli et al., 2003) y secuenciacién (Ross
et al.,, 1992). Las dianas de amplificacion mejor estudiadas son el gen hsp65 y
las regiones de la subunidad del RNA ribosémico 16S, asi como la
amplificacion de la region espaciadora 16S-23S (Roth et al., 2000). Ademas,
algunos de estos procedimientos, como las técnicas de hibridacion, pueden ser
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considerados de aplicacién universal, ya que existen en el mercado equipos
que permiten efectuar la identificacion de las micobacterias mas

frecuentemente aisladas en casos humanos.

Tabla 1.7.- Diferenciacién de las micobacterias fotocromoégenas mas frecuentes.

IS = —
> %) § Q ©
1l (&) @© = E o)
Caracteristica = ) £ = =
S 5 g = N
Y < £ ; »
= = = =
Culturales
[ Temperatura 6ptima 37°C 35°C 30°C 37°C 37°C
B Tipo de colonias (] SISR/IR SISR/IR S SIR
B Pigmentacién +F (86) +F (96) +F (100) +F (90) + E/F (93)

Bioquimicas

B Acumulacién de niacina - (0) - @4 -+ (21) £ (63) - (0
Nitratasa - (9 +(99) - (0) - (28) +(100)

B catalasa 68°C + (95) +(91) - (30) +(95) + (93)

B cat. semicuantitativa >45 mm + (95) +(93) = +(93) + (98)

B Hidrolisis del Tween 80 + (95) +(99) +(97) - (9) -+ (49)

B Ppirazinamidasa (4d) - - + + +

B ureasa - (10) -+ (49) +(83) £ (69) + (72)

B Arilsulfatasa (3d) - (0) - (0) -+ (41) - (0) v

B Reduccién del telurito - (20) -+ (31) -+ (39) +(82) £ (53)

S: colonias lisas; R: colonias rugosas; ( ): porcentaje de aislados positivos; E: aislado escotocromégeno; F:

aislado fotocromégeno; -/+: usualmente ausente; *: usualmente presente; V: variable (Vincent et al., 2003)

La técnica PCR-RFLP del gen hsp65 (PRA) descrita por Telenti et al.
(1993) es la mas usada y se basa en la amplificacion del gen hsp65 y posterior
analisis del polimorfismo de los fragmentos obtenidos mediante digestiéon con
dos enzimas de restriccion (BstEll y Haelll). Este método permite una
identificacion rapida y precisa de las 7 subespecies de M. kansasii (Picardeau
et al., 1997; Taillard et al., 2003) y aunque existen otras técnicas similares (vg.
PCR-RFLP del 16S-23S), ésta es la mejor desarrollada, permitiendo la

identificacion a nivel de especie y genotipo en una sola jornada laboral.
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La técnica de hibridacion mas ampliamente extendida es sin duda la
que utiliza sondas de DNA quimioluminiscente (AccuProbe®). Se basa en la
capacidad de las cadenas de acidos nucleicos complementarios para alinearse
especificamente y asociarse a complejos de doble cadena de forma estable. El
sistema AccuProbe® emplea una sonda de una cadena simple de DNA con un
marcador quimioluminiscente que es complementaria del RNA ribosémico del
microorganismo diana, de modo que la sonda de DNA marcada se combina
con el RNA ribosémico extraido para formar un hibrido estable marcado, que
es detectado mediante un lumindmetro. El resultado positivo se produce
cuando la lectura del luminébmetro es igual o mayor al cut-off. Un valor mas
bajo, indica un resultado negativo. Se trata de una técnica rapida, sencilla y
especifica, pero que presenta una serie de inconvenientes como son: i) la
identificaciéon de un numero limitado de especies (M. tuberculosis complex, M.
avium complex, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, M.
kansasii y Mycobacterium gordonae); ii) el microbidlogo debe, segun su

sospecha diagnéstica, decidir cual es el tipo de sonda que va a utilizar.

La sonda especifica de M. kansasii permite la identificacion de
aislados de esta especie tanto a partir de medios soélidos (Lowenstein-Jensen o
Middlebrook 7H10 o 7H11), tan pronto como el crecimiento es visible y durante
los siguientes seis dias de incubacién, como a partir de medios liquidos cuando
la turbidez es igual o mayor al patrén n°® 1 de la escala de McFarland. En los
inicios de su comercializacion, se observo que la sonda de DNA soélo hibridaba
con el genotipo |, por lo que se mejoraron las caracteristicas de la sonda. De
hecho, en el trabajo publicado por Richter et al. (1999) se comprobé por otras
técnicas moleculares que las cepas de M. kansasii incluidas en su estudio y
que no eran identificadas por la nueva version de la sonda AccuProbe®
pertenecian todas a la subespecie VI, y las cepas correspondientes a la

especie M. gastri eran identificadas correctamente como negativas.

En los ultimos anos, se han desarrollado técnicas comerciales de
PCR, que permiten la identificacion simultdnea de varias especies

micobacterianas mediante un método de hibridacion inversa, como es el caso
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de los ensayos INNO-LiPA® Mycobacteria v2 y GenoType® Mycobacterium CM.
En el ensayo INNO-LiPA®, la diana de amplificacion es la regién espaciadora
16S-23S rRNA y permite la identificacion de 16 especies del género
Mycobacterium a partir de cultivos sélidos y liquidos, en funcién de las
diferencias de los nucledtidos de dicha regién y ademas, permite distinguir
subtipos dentro de la especie M. kansasii. Asi, el DNA biotinilado hibrida con
sondas de oligonucleétidos especificos, inmovilizados como sondas paralelas
sobre tiras de nitrocelulosa, previa extraccion del material gendmico vy
amplificacion de la region espaciadora 16S-23S del rRNA. Los productos de la
amplificacion se hibridan usando una tira de tipificacion que lleva fijadas 22
sondas de DNA paralelas y dos sondas de control. El estudio de M. kansasii
por este método permite su diferenciacion en tres grupos: M. kansasii - 1, M.
kansasii - 2 y M. kansasii - 3 que se corresponde con M. kansasii subespecie |,
M. kansasii subespecie Il y M. kansasii subespecies Il a V y M. gastri. Mientras
que en el caso de GenoType Mycobacterium CM, la diana de amplificacion es
el gen 23S rRNA y permite la identificacion simultanea de diferentes especies
micobacterianas entre las que se encuentra M. kansasii a partir de cultivos en
medios sélidos y liquidos. Este tipo de prueba no permite la diferenciacion entre

los distintos genotipos de M. kansasii.

En un estudio realizado por Padilla et al. (2004), en el que se
evaluaron ambos métodos, el porcentaje global de concordancia fue del 91,0%.
Para muestras con resultados interpretables, el test INNO-LIPA® identificd
correctamente 109 of 110 (99,1%), mientras que GenoType® identifico
correctamente 100 of 102 (98,0%), consiguiéndose mayor sensibilidad con el
primero de los equipos. Todos los aislados de M. kansasii fueron correctamente
identificados por ambos métodos, pero ademas el ensayo INNO-LiPA®
Mycobacteria permitié la diferenciacion de las cepas de esta especie en
distintos genotipos. De este modo, 14 aislados de M. kansasii fueron
identificados como M. kansasii grupo |, dos cepas como grupo Il y cuatro
aislados procedentes de fuentes ambientales fueron identificados como
pertenecientes al grupo MKA-3 que reacciona especificamente con M. kansasii

genotipo lll, IV, V y M. gastri. Richter et al. (2006) realizan una evaluacion de
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esta técnica comercial para la identificacion de las especies micobacterianas
mas relevantes, concluyendo que se trata de un método facil de realizar y que
permite una identificacion rapida y especifica, aunque encontraron dificultades
para la identificacién de algunas biotipos menos frecuentes como M. kansasii

genotipo VI y M. intracellulare serovariedad 7.

1.6.3 Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos.

M. kansasii es una de las micobacterias no tuberculosas que
muestran mayor sensibilidad a los tuberculostaticos clasicos. Las cepas no
tratadas de M. kansasii son inhibidas in vitro por la rifampicina y rifabutina
(Wallace et al., 1994), isoniazida, etambutol, etionamida, estreptomicina,
amikacina y sulfametoxazol (Ahn et al., 1987), claritromicina (Wallace et al.,
1994), y las nuevas quinolonas (Gay et al., 1984), a concentraciones facilmente
alcanzables en suero con las dosis terapéuticas habituales, aunque hay
informacion limitada sobre la utilidad clinica de algunos de estos farmacos (Ahn
et al.,1987; Wallace et al., 1994). Los aislados son generalmente resistentes a
los niveles séricos de acido p-aminosalicilico, capreomicina, y pirazinamida. La
pirazinamida no puede ser considerada por tanto, una alternativa puesto que
todos los aislados de M. kansasii son resistentes a este farmaco (Wallace et al.,
1997).

Las recomendaciones de NCCLS (2003), actualmente CLSI, sobre la
seleccién de antimicrobianos que deben ser ensayados se basan en los
criterios de la American Thoracic Society (ATS) (Wallace et al., 1997)

concernientes al tratamiento adecuado de estos procesos.

Aunque las cepas salvajes de M. kansasii son inicialmente sensibles
a rifampicina, se puede desarrollar una resistencia adquirida durante el
tratamiento (Ahn et al., 1987; Wallace et al., 1994). Dado que el fallo
terapéutico se asocia fundamentalmente a resistencia a este antibiético, tanto
CLSI (NCCLS, 2003) como ATS (Wallace et al.,, 1997) recomiendan en
principio evaluar sélo la sensibilidad a este farmaco, utilizando para ello los

criterios interpretativos empleados para M. tuberculosis (punto de corte que
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indica resistencia 1 mg/ml) (Wallace et al., 1994). No se requieren estudios de
sensibilidad especiales para los pacientes tratados con inhibidores de las
proteasas, ya que los aislados sensibles a rifampicina también lo son a
rifabutina (NCCLS, 2003). No se recomienda la realizacion de forma rutinaria
de un estudio de sensibilidad frente a isoniazida y etambutol, ya que
normalmente el tratamiento de los aislados sensibles a rifampicina es empirico.
Aunque existen algunas cepas con resistencia de bajo nivel a la isoniazida (0,2-
1 yug/ml) y a la estreptomicina (2 ug/ml), no parece tener una gran importancia

clinica ni terapéutica, siempre que se incluya en el régimen la rifampicina.

Las concentraciones criticas de rifampicina (1 mg/L) y etambutol (5
mg/L) utilizados para los estudios de sensibilidad de M. tuberculosis complex,
inhiben el crecimiento de cepas salvajes de M. kansasii, existiendo buena
correlaciéon entre los resultados en agar 7H10 y los métodos de dilucién en
medio liquido (Hawkins & Gross, 1984; Steadham et al., 1985; Wallace et al.,
1986; Ahn et al., 1987; Wallace et al., 1994); sin embargo, el rango de CMls de
isoniazida con cepas salvajes de M. kansasii, oscila entre 0,5 mg/L y 5 mg/L
(Ahn et al., 1987; Muthuswamy et al., 1992), por lo que todas las cepas se
muestran resistentes a 0,2 mg/L, y existen resultados variables cuando la CMI
es de 1,0 mg/L. Por esta razén no se recomienda utilizar tales concentraciones
como punto de corte (Wallace et al., 1997; NCCLS, 2003).

En el caso de aislados resistentes a rifampicina (CMI = 1mg/L), CLSI
recomienda ocho farmacos (rifabutina, etambutol, isoniazida, estreptomicina,
claritromicina, amikacina, ciprofloxacino/ofloxacino y una sulfonamida como
sulfametoxazol/trimetroprim-sulfametoxazol) que podrian ser incluidos en el
estudio de sensibilidad, y para los que aporta informacion sobre los puntos de
corte, y las diferentes técnicas con las que se han obtenido (Ahn et al., 1987;
Wallace et al.,, 1986; Biehle & Cavalieri, 1992; Witzig & Franzblau, 1993;
Wallace et al., 1994) (Tabla 1.8).

Asi pues, el estudio de la sensibilidad a isoniazida, etambutol,
estreptomicina, claritromicina y nuevas quinolonas se deberia realizar en todos

aquellos casos en los que la observacion microscépica o el cultivo de las
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muestras fuesen persistentemente positivos, en las recaidas durante el
tratamiento, y cuando se aisle una cepa de M. kansasii resistente a rifampicina
(Wallace et al., 1997; Woods, 2000).

Tabla 1.8.- Antibiéticos para los que CLSI aporta recomendaciones.

Antimicrobiano | _Punto de corte
(mg/L)

Primera linea

Rifampicina 1 Si SI
2 Si
Segunda linea

Rifabutina 2 Si Si
Etambutol 5 Si Si Si
Isoniazida' 5 C]| sl S
Estreptomicina’ 10 Sl sl sl
Claritromicina™? 16 sl s s
Amikacina' 32 s
Ciprofloxacino™? 2 sl
Cotrimoxazol 2/38 Si
Sulfametoxazol' 32 sl

': existe poca informacién sobre las condiciones éptimas de ensayo y las concentraciones; % clase
representativa para los nuevos macrélidos; 3. debe ser utilizado como clase representativa de viejas
fluoroquinolonas.

Por lo que se refiere a los métodos empleados en la realizacion del
estudio de sensibilidad, el sistema comercial radiométrico (Hawkins & Gross,
1984; Steadham et al., 1985), el método de las proporciones modificado en
7H10 agar (Wallace et al.,, 1994; Steadham et al.,1985) y el método de
microdiluciéon en caldo (Wallace et al., 1986; Ahn et al., 1987; Wallace et al.,
1994) han sido utilizados para realizar estudios con farmacos de primera y
segunda linea (Tabla 1.8). El objetivo tanto del sistema radiométrico como del
método de las proporciones es determinar si, en presencia de una
concentracion critica del farmaco, el crecimiento supera el 1% de la poblacién
bacteriana obtenida paralelamente en otro cultivo con el mismo medio pero sin
farmaco, mientras que los métodos de microdilucion se utilizan para determinar
la CMI (Franzblau et al., 1998; Palomino et al., 2002; Martin et al., 2003; Guna
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et al., 2004, 2005). El sistema Bactec® 460 TB, es un método muy rapido (4-7
dias), aunque hoy en dia esta siendo sustituido por el sistema fluorométrico
Bactec® MGIT 960, con el cual se empiezan a hacer estudios comparativos
(Guna et al., 2006). Apenas existe experiencia con el método de difusién en
agar E-test®, aunque los datos preliminares son prometedores (Alcaide vy
Benitez, 1999).

1.7 Tratamiento.

No existen ensayos randomizados sobre el tratamiento de la
enfermedad causada por M. kansasii, que comparen un régimen terapéutico
con otro o con la ausencia de tratamiento. Sin embargo, se han realizado varios
estudios prospectivos y retrospectivos de distintos regimenes terapéuticos
(Pezzia et al., 1981; Jenkins et al., 1994) que aportan una buena base para

establecer recomendaciones de tratamiento.

Los primeros informes sobre el tratamiento con antimicobacterianos
corresponden al periodo prerifampicina. Al principio, los porcentajes de
conversion del esputo a los 6 meses oscilaban entre el 52% y el 81%, y el
indice de recaidas era aproximadamente del 10% en pacientes que habian
mostrado una buena respuesta inicial (Jenkins et al., 1960; Pezzia et al., 1981).
Con la introduccion de la rifampicina, los resultados mejoraron enormemente,
de modo que el indice de conversion del esputo a los cuatro meses fue del
100% en los 180 pacientes valorados en tres estudios (Ahn et al., 1981 y 1983;
Pezzia et al.,, 1981). Hubo dos casos de fracaso terapéutico (incidencia del
1,1%), en los que se producia inicialmente conversién del esputo, pero los
cultivos volvian a ser positivos cuando todavia estaban recibiendo tratamiento.
Los dos pacientes habian sido tratados con isoniazida, rifampicina y etambutol,
y ambos fallos se asociaron con el desarrollo de resistencia a la rifampicina
(Pezzia et al., 1981). Los porcentajes de recaidas a largo plazo con regimenes
que contenian rifampicina, también parecen ser muy bajos, con sélo una
recaida (0,8%) informada entre los 134 pacientes que recibieron seguimiento

durante un largo periodo de tiempo en los tres estudios (Ahn et al., 1981;
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Pezzia et al., 1981; Banks et al., 1983). Son por tanto diversos estudios los que
muestran que la rifampicina es el farmaco mas eficaz, debiendo administrarse
en todos los tratamientos iniciales. Sin embargo, la resistencia adquirida a este
farmaco durante el tratamiento es una realidad que queda plasmada por un

incremento de las recaidas en los ultimos afios (Alcalde y Benitez, 1999).

La recomendaciéon habitual para el tratamiento de la enfermedad
pulmonar causada por M. kansasii en adultos incluye isoniazida (300 mg/dia),
rifampicina (600 mg/dia) y etambutol (25 mg/Kg/dia durante los dos primeros
meses Yy luego 15 mg/Kg/dia) en régimen diario durante 18 meses, con cultivos
de esputo negativos durante al menos 12 meses (Sauret et al., 1995; Wallace
et al., 1997).

En el caso de los pacientes infectados por el VIH que estan
recibiendo inhibidores de proteasas, debido a que la rifampicina acelera
enormemente el metabolismo de estos farmacos, se debe sustituir la
rifampicina por claritromicina o por rifabutina si el paciente esta recibiendo
indinavir. Ninguno de estos regimenes de tratamiento han sido evaluados
clinicamente, pero en principio parece que dan buenos resultados (Wallace et
al., 1997). Por tanto, en pacientes que no toleran alguno de los tres farmacos

de primera linea, la claritromicina podria ser una alternativa razonable.

El uso de regimenes intermitentes o de corta duracion no ha sido
suficientemente investigado. Hay un estudio sobre 40 pacientes, en el que se
demostré6 que anadiendo de forma intermitente estreptomicina (1g/2
veces/semana) durante los tres primeros meses, a la triple terapia dada
durante 12 meses, se producia la aparente curacion de todos excepto uno de
los enfermos (Ahn et al., 1983). El British Medical Research Council realizé un
ensayo en 155 pacientes adultos (Jenkins et al., 1994) con dosis bajas de
etambutol diario (15 mg/kg) y rifampicina diaria dados durante 9 meses. La
negativizacion del esputo se consiguio en el 99,4% de los pacientes, pero con

un porcentaje de recaida del 10% en 5 afios de seguimiento.
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En pacientes adultos con resistencia a rifampicina por tratamiento
previo, una opcion terapéutica consiste en altas dosis diarias de isoniazida (900
mg), piridoxina (50 mg/d), etambutol (25mg/kg/d) y sulfametoxazol (1g/3
veces/dia) hasta la negativizacion de los cultivos en 12-15 meses (Ahn et al.,
1987; Wallace et al., 1994). La excelente actividad in vitro de claritromicina
frente a M. kansasii sugiere que este antibidtico también seria util en los
regimenes de retratamiento, permitiendo quiza la omisién de aminoglucésidos
(Wallace et al., 1997). Las nuevas quinolonas pueden también ser
potencialmente Uutiles en este sentido, pero no han sido suficientemente
estudiadas (Wallace et al., 1997).

Para el tratamiento de la enfermedad extrapulmonar en adultos, el
régimen de farmacos antimicobacterianos deberia ser el mismo que para la
enfermedad pulmonar (Anonymous, 1990). En las linfadenitis, el tratamiento de
eleccidon es la exéresis quirurgica, y la terapia con azitromicina o claritromicina
asociados a rifabutina, etambutol o ciprofloxacino debe emplearse en casos de
afectacion extensa, reseccion incompleta o recurrencia (Wallace et al., 1997).
El tratamiento de las infecciones cutaneas es controvertido (Chaves et al.,
2001). Segun la ATS debe aplicarse un tratamiento similar al de la enfermedad
pulmonar (Anonymous, 1990); no obstante, algunos autores proponen un
cuarto farmaco (Tartaglione, 1997), aunque otros han conseguido buenos
resultados con un unico antibiético como eritromicina durante varios meses
(Groves et al,. 1991).

El régimen terapéutico recomendado por la American Thoracic
Society (Anonymous, 1990) para la enfermedad diseminada incluye rifampicina,
isoniazida y etambutol durante 18 meses. Ibarrola et al. (2001) describen un
caso de enfermedad diseminada en una paciente con infeccion por el virus de
la inmunodeficiencia humana, en el que debido a la mala tolerancia de la
paciente a la rifampicina, ésta fue sustituida por una quinolona, y
posteriormente se afadio claritromicina y amikacina, dada la resistencia de la

cepa a la isoniazida.
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En los ultimos anos, M. kansasii se ha perfilado como la principal
micobacteria no tuberculosa causante de enfermedad en poblacion no
infectada por el virus de la inmunodeficiencia humana en muchas partes del
mundo. La manifestacion clinica mas frecuente es la enfermedad pulmonar,
que presenta un curso clinico muy similar al de la enfermedad producida por M.
tuberculosis. Se trata de una micobacteria, por lo general sensible a los
tuberculostaticos clasicos, y los fallos terapéuticos se asocian comunmente a

casos de resistencia adquirida a la rifampicina.

Este organismo, atendiendo a sus caracteristicas fenotipicas es
considerado como una especie muy homogénea; no obstante, diferentes
estudios sefalan la existencia de variantes fenotipicas que han permitido la
descripcion de biotipos, algunos de ellos relacionados con determinados
estados morbidos. En los ultimos anos ha sido descrita la existencia de siete
genotipos (I a VII), uno de los cuales, el genotipo |, es el aislado
mayoritariamente en procesos humanos. Por otro lado, diferentes métodos de
tipificacion molecular han sido utilizados como marcadores epidemiolégicos, y
la mayoria de los estudios realizados sefalan que los aislados del genotipo

mas prevalente, el genotipo |, muestran una marcada clonalidad.
Los objetivos del presente estudio han sido:

1. Conocer cuales son los biotipos y los genotipos de M. kansasii
circulantes en el area de influencia del Hospital Clinico Universitario de

Valencia.

2. Evaluar el poder discriminatorio de diferentes marcadores
epidemioldgicos moleculares para poder inferir cual es el grado de diversidad

clonal de M. kansasii, en un genotipo dado.

3. Estudiar la sensibilidad-resistencia de dicho organismo a
compuestos antibioticos y no antibidticos, y valorar la utilidad de un método

semiautomatico para los estudios de sensibilidad antimicrobiana.
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Por lo que ha sido necesario: i) Caracterizar fenotipicamente
mediante métodos convencionales, culturales y bioquimicos, los aislados
clinicos objeto de estudio; ii) Corroborar mediante hibridacion con sondas de
DNA especificas la identificacion fenotipica; iii) Identificar los genotipos
mediante amplificacidon de la region espaciadora del fragmento 16S-23S rRNA
y posterior hibridacion inversa; iv) Implementar procedimientos moleculares con
fines epidemioldgicos, como la separacion electroforérica en campo pulsante
(PFGE) y el analisis de los fragmentos de restriccion amplificados (AFLP); v)
Determinar mediante un método de microdilucién en caldo la concentracion
minima inhibitoria de compuestos seleccionados, y evaluar la utilidad de un
método semiautomatico para los estudios de sensibilidad a los farmacos

utilizados en el tratamiento de las infecciones producidas por M. kansasii.
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3.1 Origen de los aislados.

Para el presente estudio fueron seleccionados 103 aislados clinicos,
correspondientes a 89 pacientes, de la coleccion de microorganismos del
Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV),
identificados como M. kansasii. Ademas, se incluyeron la cepa M. kansasii
CECT 3030 perteneciente a la Coleccién Espafola de Cultivos Tipo, y una
cepa M. kansasii tipo VI, validada como tal por el Programa de Control Externo
de Calidad SEIMC en el envio MB 2/05 (Control de Calidad SEIMC, 2005). Los
microorganismos objeto de estudio fueron aislados durante un periodo de doce
afnos (1992 a 2003); algunos de ellos fueron remitidos por los laboratorios de
Microbiologia de hospitales de la red sanitaria de la provincia de Valencia
(Hospital LLuis Alcanyis, de Xativa; Hospital de Requena; Hospital de Sagunt;
Hospital Universitario Doctor Peset, de Valencia; Instituto Valenciano de
Oncologia, de Valencia) para su identificacion y estudio de sensibilidad a los
tuberculostaticos, y los restantes fueron obtenidos en el Servicio de
Microbiologia del HCUV, mediante aislamiento en cultivo en medio de
Léwenstein-densen (Biomedics SL, Tres Cantos, Madrid) y/o Mycobacterial
Growth Indicator Tubes (MGIT) (Becton Dickinson, Microbiology Systems,
Sparks, MD) a partir de muestras clinicas de pacientes de diferentes
Departamentos de Salud de la citada provincia (HCUV; Hospital General
Universitario de Valencia; Hospital San Francesc de Borja, Gandia) (Figura 3.1;
Tabla 3.1).

2

E: DS4:3/3
kg
B DS 5:71/59
DS8:1/1 8 - s —
] 10
DS9:21/19 ———© . ——DS10:3/3
DS14:1/1 —— = 44 12 DS12:2/2

Figura 3.1.- Origen de los aislados | pacientes
DS: Departamento de Salud
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Tabla 3.1.- Departamentos de Salud de procedencia de los pacientes.

Departamento Hospital de referencia Pacientes Aislados
de Salud

Hospital Clinico Universitario 66,3 71 68,9

9 Hospital General Universitario 19 21,4 21 20,4

10 Hospital Universitario Dr. Peset 3 34 3 29

4 Hospital de Sagunt 3 3,4 3 29

12 Hospital San Francec de Borja 2 2,2 2 1,9
14 Hospital Lluis Alcanyis 1 1,1 1 1,0

8 Hospital de Requena 1 1,1 1 1,0
IVO Instituto Valenciano de Oncologia 1 1,1 1 1,0
Total 89 100 103 100

Los aislados procedian de pacientes de ambos sexos, siendo la
proporcion hombre-mujer de 2,6:1 (69,7% hombres frente al 27,0% mujeres). El
28,1% de los mismos correspondian a pacientes VIH positivos, y tan sélo en
cuatro casos (4,5%) era conocida con certeza la ausencia de infeccién por VIH
(Tabla 3.2).

Tabla 3.2.- Distribucion de los aislados segin sexo de los pacientes y estado serolégico
frente al virus de la inmunodeficiencia humana.

Presencia de anticuerpos frente a VIH

m N° de casos - N° de casos - N° de casos - N° de casos -

Hombre 15 24,2 71,0 69,7
Mujer 10 41,7 1 4,2 13 54,1 24 27,0
NC? - - - - 3 100 3 3,3
Total 25 28,1 4 4,5 60 67,4 89 100

: no constaba; se trataba de tres cepas remitidas para identificacion y estudio de sensibilidad a los
tuberculostaticos

La mayoria de ellos fueron aislados a partir de muestras de aparato
respiratorio, siendo la proporcion de éstas frente a las de otro origen de 11,8:1
(92,2% frente a 7,8%) y la expectoracion directa fue la fuente de aislamiento

mas comun (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3.- Muestras a partir de las cuales se obtuvieron los diferentes aislados.

N° de N° de
Aparato respiratorio - Extra-respiratoria -

Esputo ° 77,7 Pus

Aspirado bronquial 9 g7 Orina 2 1,9
Liquido pleural 3 29 Biopsia cutanea 1 1,0
Lavado broncoalveolar 1 1,0 Liquido pericardico 1 1,0
Biopsia pleural 1 1,0 Liquido sinovial 1 1,0
Esputo inducido 1 1,0 Heces 1 1,0
Total 95 92,2 Total 8 7.8

: estan incluidas 10 cepas que fueron remitidas para identificacion y estudio de sensibilidad a los
tuberculostaticos.

Las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes asi como
los especimenes bioldgicos, el numero de aislados por paciente y su codigo de

identificacion, estan recogidos en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4.- Caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes y coédigo de

los aislados.

w

b7

S e

Diagnéstico s

()

©

o

2
Infeccion en VIH 01/03/92 212573 MK92-01
2 31 M A FOD en VIH E 12/05/92 224398 MK92-02
3 NC V B Sospecha de TBC BAS 12/05/92 224520 MK92-03
4 NC M A VIH E 17/05/92 224732 MK92-04
5 35 V A VIH E 23/05/92 226330 MK92-05
6 31 vV A FOD en VIH (0] 24/05/92 226576 MK92-06
7 NC M A Infeccién en VIH E 28/05/92 227613 MK92-07
8 NC M B Sospecha TBC en VIH E 08/07/92 236375 MK92-08
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Tabla 3.4 (continuacion).-

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

37

NC

48

80

NC

64

49

29

31

NC

NC

35

NC

44

NC

Diagnéstico

No consta

Antigua TBC

S. constitucional en VIH

TBC en tratamiento

Fiebre
Sospecha de TBC

No consta

Derrame pleural

S. constitucional en VIH

Hemoptisis
No consta
FOD en VIH
TBC
Sospecha de TBC
Absceso pulmonar
Sospecha de TBC
Infeccion respiratoria
Hemoptisis
Tos y expectoracion
No consta
Fiebre
Sospecha de TBC
Infiltrado LSD, TBC?

Sospecha de TBC

m m m m

LP

E

E/Cepa

11/07/92

12/07/92

22/07/92
19/01/93

08/01/93
15/01/93

09/01/93

21/01/93

07/02/93

11/03/93

13/06/93

23/06/93

11/0793

21/0793

17/08/93

08/09/93

11/10/93

26/10/93

12/11/93

10/12/93

23/12/93

23/01/95

08/02/95

15/02/95

o
R
7
o
S
=
o
°
o

Z

236569

236574

241997
304245

300458
301468

300507

304522

310447

317564

331306

331958

341085

341797

345100

350219

353128

355935

373823

380814

383954

505640

510643

511547

Caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes
y cédigo de los aislados.

MK92-09

MK92-10

MK92-11
MK93-04

MK93-01
MK93-03

MK93-02

MK93-05

MK93-06

MK93-07

MK93-08

MK93-09

MK93-10

MK93-11

MK93-12

MK93-13

MK93-14

MK93-15

MK93-16

MK93-17

MK93-18

MK95-01

MK95-02

MK95-03
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Tabla 3.4 (continuacion).- Caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes
y cédigo de los aislados.

£
0
e e
Diagnéstico —
()
©
o
Z
31 61 vV A Infeccion respiratoria E 17/02/95 511943 MK95-04
32 66 M A Asma E 23/03/95 513039 MK95-05
33 3 V H Fiebre en VIH E 29/03/95 514944 MK95-06
3 19 V A Sospecha de TBC H 14/05/96 625718 MK96-01
35 NC V A Hemoptisis en VIH E 03/09/98 854539 MK98-01
E 31/03/99 914295 MK99-01
36 48 V A Hemoptisis, TBC?
E 19/04/99 917802 MK99-02
E 01/06/99 928141 MK99-03
37 70 V A TBC
E 22/07/99 939879 MK99-06
E 30/06/99 935157 MK99-04
38 40 vV A Hemoptisis, TBC antigua
E 31/10/00 061220 MKO00-10
39 28 V A Infiltrado en LSD BAS 20/07/99 939397 MK99-05
E 09/08/99 942971 MK99-07
40 42 V A TBC pulmonar
E 06/09/99 947805 MK99-11
41 NC V F Baciloscopia positiva E 17/08/99 944470 MK99-08

E 25/08/99 945808 MK99-09

42 44 V B Infiltrado pulmonar, TBC?
El 03/09/99 947420 MK99-10

43 57 V A Infecciéon en EPOC E 06/09/99 948020 MK99-12
4 NC V A Sospecha de TBC E/Cepa 30/09/99 953401 MK99-13
45 NC V A Sospecha de TBC E 20/10/99 957720 MK99-14
46 26 V B Adenopatias E 26/10/99 958972 MK99-15
47 23 M B Sospecha de TBC E 26/10/99 958975 MK99-16
48 78 V B Sospecha de TBC E 09/11/99 962029 MK99-17
49 NC V A No consta E 29/11/99 966584 MK99-18
50 NC M A Sospecha de TBC E 10/12/99 969216 MK99-19
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57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

7

72

30

52

44

NC

69

NC

51

NC

29

59

74

85

41

42

Diagnéstico

Infiltrado cavitado LSD
Bronquiectasias
Sospecha de TBC
Bronquiectasias

Absceso en la mano

Sindrome febril
Infiltrado cavitado. LSD
No consta
No consta
Osteoartritis

Condensacion LIl

Infeccion respiratoria

Infeccidon por micobacterias

No consta
Infeccion respiratoria
Infeccion respiratoria
Linfoma no Hodgking

Eritema indurado
Fiebre y pancitopenia
Derrame pericardico
Derrame pleural
Sospecha de TBC

Sospecha de TBC

TBC residual

BAS

Pus
LSV

LBA

Pus

BAS

LP

BC

LPC

BP

BAS

05/01/00

16/02/00

12/04/00

19/06/00

27/06/00
07/11/00

06/07/00

07/08/00

18/08/00

24/10/00

02/11/00

21/11/00
25/01/01

10/01/01

26/01/01

26/01/01

26/01/01

26/01/01

26/01/01

26/01/01

26/01/01

21/03/01

26/06/01

09/07/01
06/08/01

©
S
vt
7]
)
S
=
(]
T
o
z

000690

010846

023155

037031

038715
062547

040519

046403

048190

059974

061618

065520
1006641

1002082

1006849

1007013

1007019

1007025

1007036

1007038

1007075

1020909

1068961

1071444
1076651

Caracteristicas clinico-epidemiologicas de los pacientes
y cédigo de los aislados.

MKO00-01

MKO00-02

MKO00-03

MKO00-04

MKO00-05
MKO00-12

MKO00-06

MKO00-07

MKO00-08

MKO00-09

MKO00-11

MKO00-13
MKO01-02

MKO01-01

MKO01-03

MKO01-04

MKO01-05

MKO01-06

MKO01-07

MKO01-08

MKO01-09

MKO01-10

MKO01-11

MKO01-12
MKO01-13
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Tabla 3.4 (continuacidn).- Caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los pacientes
y cédigo de los aislados.

Diagnéstico

N° de Muestra

Sospecha de TBC 16/08/01 1078341 MKO01-14

74 75 V A Bronquiectasias E 27/08/01 1080068 MKO01-15
75 73 V. A Infeccion en EPOC E 04/09/01 1081363 MKO01-16
76 NC V | No consta E/Cepa 13/09/01 1083345 MKO01-17
Fiebre E 08/10/01 1088517  MKO01-18

Sospecha de TBC E 16/10/01 1089801 MKO01-20
E 15/10/01 1089693 MKO01-19

78 44 V B Sospecha de TBC
E 05/02/03 3039060 MKO03-01
79 8 V F No consta E/Cepa 09/11/01 1094887 MKO01-21
80 NC V E No consta E/Cepa 07/01/02 2031025 MK02-01
81 57 M B Sospecha de TBC E 15/02/02 2039734 MKO02-02
82 NC M A Infeccién por micobacterias E 21/03/02 2046836 MKO02-03
83 33 V B No consta E 29/04/02 2054207 MKO02-04
84 88 M A e E 24/09/02 2082186  MKO02-05
BAS 27/09/02 2082889  MKO02-06
E/Cepa 04/10/02 2084213  MKO02-07

85 NC NC A Sospecha de TBC
E/Cepa 04/10/02 2084214  MKO02-08
86 53 V B Sospecha de TBC E 13/11/02 2092101  MKO02-09
87 4 V A No consta BAS 07/02/03 3039511  MKO03-02
88 49 V F No consta E/Cepa 20/02/03 3042670 MKO03-03
89 NC NC A No consta E/Cepa 04/03/03 3045280 MKO03-04

#A: Hospital Clinico Universitario de Valencia; B: Hospital General Universitario de Valencia; C: Hospital
comarcal de Requena; D: Hospital Francesc de Borja de Gandia; E: Hospital Universitario Dr. Peset; F:
Hospital de Sagunto; G: Instituto Valenciano de Oncologia; H: Hospital Malvarrosa; I. Hospital Lluis
Alcanyis de Xativa. "BAS: Aspirado bronquial; LBA: Lavado broncoalveolar; E: Esputo; El: Esputo
inducido; BC: Biopsia cutanea; BP: Biopsia pleural; H: Heces; LP: Liquido pleural; LPC: Liquido
pericardico; LSV: Liquido sinovial; O: Orina.
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3.2 Mantenimiento de los aislados.

Los aislados objeto de estudio estaban conservados a -70°C,
suspendidos en solucion acuosa de glicerol (Merck, Darmstadt) al 10% (v/v)
(Tison et Carbonelle, 1972). Con el fin de comprobar la viabilidad y pureza de
los aislados seleccionados, se llevo a cabo su descongelacion e inoculacion en
medio liquido Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, Detroit, MI) suplementado
con OADC al 10% (v/v) (acido oleico, 0,6 mL -Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO-;
albumina bovina fraccion V, 50 g -Sigma-Aldrich-; dextrosa, 20 g -Bacto®
Dextrose, Difco Laboratories-; catalasa, 0,04 g -Sigma-Aldrich-; cloruro sddico,
8,5 g -Panreac Quimica S.A., Montcada i Reixac, Barcelona-; agua destilada,
1.000 mL -Laboratorios Grifols, Parets del Vallés, Barcelona-) esterilizado por
filtracion (Acrodisc® Syringe Filtres 0,45um, Pall Gelman Laboratories, Ann
Arbor MI) (Meissner & Falkinham, 1986).

Posteriormente, se realizaron subcultivos para aislamiento en medio
Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories) suplementado con OADC al 10% (v/v),
que fueron incubados en estufa de 37°C y atmdsfera convencional durante 10
dias. Una vez crecidas y diferenciadas las colonias, se procedié a corroborar la
pureza de los cultivos mediante observacion macroscopica y observacion
microscopica tras tincion de Ziehl-Neelsen. Tras lo cual, se prepararon réplicas

de los cultivos en glicerol (Merck) al 10% (v/v) que fueron conservadas a -70°C.

3.3 Identificacion de los aislados.

La identificacion al nivel de género y de especie se realizd
atendiendo a caracteristicas fenotipicas (morfo-culturales y metabdlicas),

corroborandose la identificacion de especie mediante sondas especificas.

3.3.1 Identificacion fenotipica.

Se llevé a cabo mediante métodos convencionales, siguiendo los
criterios descritos por Sommers & Good (1985), Wayne et al. (1991), Lévy-
Frébault & Portaels (1992) y Shinnick & Good (1994). Asi, en el estudio de los
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103 aislados clinicos, y la cepa de referencia M. kansasii CECT 3030, incluimos

las siguientes pruebas:

e Caracteristicas culturales: i) velocidad de crecimiento; ii)
produccion de pigmento y fotorreactividad; iii) morfologia macro y microscopica;

iv) crecimiento en medio de MacConkey sin cristal violeta (Difco Laboratories).

e Pruebas bioquimicas convencionales: i) reduccion de nitratos;
i) acumulacion de niacina; iii) catalasa termorresistente (68°C); iv) hidrdlisis del

Tween 80 (Difco Laboratories); v) reduccion del telurito; vi) pirazinamidasa.

Ademas, se seleccionaron de forma aleatoria 16 aislados, cinco de
ellos de pacientes VIH positivos, y la cepa control M. kansasii 3030 CECT, para
la realizacion de un estudio de caracterizacion bioquimica mediante un método
semicuantitativo comercial (api® ZYM, bioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France),
el cual estudia 19 actividades enzimaticas. Se siguieron de forma genérica las
instrucciones del fabricante y el protocolo descrito por Tortoli et al. (1994) con
pequefas modificaciones, de modo que tras resembrar las micobacterias en
medio solido Middelbrook 7H11 (Difco Laboratories) e incubarlas en estufa de
37°C, se prepard una suspension de cada una de las cepas con agua destilada
hasta alcanzar una turbidez equivalente al patron 4-5 de McFarland. Se inoculd
cada una de las cupulas que contenia el substrato enzimatico con 65 uL de
suspension micobacteriana, incubandose durante la noche en estufa de 37°C y
atmosfera convencional. Tras dicha incubacién se anadié a cada uno de los
pocillos una gota del reactivo Zym A y Zym B (bioMérieux), procediéndose a la
lectura tras 10 min de exposicion a la luz, y valorando la reaccién colorimétrica

segun el patron aportado por el fabricante.

3.3.2 Identificacion molecular al nivel de especie.

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos con el estudio de
las caracteristicas morfo-culturales y bioquimicas, se procedié a realizar una
identificacion molecular con sondas de DNA especificas de M. kansasii

(Accuprobe® Gen-Probe Inc., San Diego, CA). Esta técnica se basa en la
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utilizacion de una sonda de DNA monocatenario con un marcador
quimioluminiscente, complementaria del RNA ribosémico del microorganismo
diana, produciéndose una hibridacion y la formacion de un complejo DNA-RNA

estable. Los ensayos se realizaron siguiendo las indicaciones del fabricante:

e Lisis: i) varias colonias del microorganismo a estudio se
resuspenden en 200 ul de una solucion 1:1 (v/v) del reactivo de lisis (Reactivo 1
para la identificacién de cultivos, Accuprobe® Gen-Probe Inc) y del tampén de
hibridacién (Reactivo 2 para la identificacion de cultivos, Accuprobe® Gen-
Probe Inc) contenida en un tubo de lisis (Accuprobe® Gen-Probe Inc), y se
agitan vigorosamente con un vértex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A.); ii) la
suspension es sonicada (Ultrasons, J.P. Selecta S.A., Abrera) durante 15
minutos y calentada a 95°C durante 10 minutos en un bloque calefactor (Twin

incubator DG-210, Diagnostic Grifols S.A., Parets del Vallés, Barcelona).

e Hibridacién: i) 100pL de la muestra lisada son transferidos a un
tubo de reaccién (Accuprobe® Gen-Probe Inc) e incubados a 60°C durante 15

minutos, en el bloque calefactor citado anteriormente.

e Seleccidn: i) 300uL del reactivo de seleccion (Reactivo 3 para la
identificacion de cultivos, Accuprobe® Gen-Probe Inc) se afaden al tubo de
reaccion, y la mezcla es agitada vigorosamente en un vortex e incubada a 60°C
durante 8 minutos en el bloque calefactor; i) finalmente se deja enfriar la

muestra durante 5 minutos, a temperatura ambiente.

e Lectura e interpretacidon: La lectura se realiz6 empleando un
luminémetro (Leader® 50i, MGM Instruments Inc, Gen-Probe Inc) siguiendo
rigurosamente las instrucciones del fabricante, y los resultados superiores a

900 PLU (unidades fotométricas) fueron considerados como positivos.
3.3.3 Identificacidén genotipica.

Con el fin de llevar a cabo una identificacion mas exhaustiva de los

aislados, y conocer los genotipos circulantes en el area de influencia del HCUV,

-61 -



Material y métodos Tesis doctoral. M del Remedio Guna Serrano

se decidié realizar con todos ellos el ensayo INNO-LiPA® Mycobacteria v2
(Innogenetics N.V., Belgium), basado en el principio de hibridacion inversa
mediante la utilizacion de sondas especificas inmovilizadas en tiras de
nitrocelulosa. EI DNA biotinilado, tras la amplificacion de la region espaciadora
del rRNA ribosémico 16S-23S, se hibrida con sondas de oligonucleétidos
especificos, inmovilizadas como sondas paralelas sobre tiras de nitrocelulosa.
La deteccion del producto amplificado unido a la sonda correspondiente se
realiza mediante enzimoinmunoensayo, basado en la fijacion de la
estreptavidina sobre los hibridos biotinilados y su revelado con 5-bromo-4-
cloro3-indolil fosfato y el cromégeno nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT). Los

ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante:

e Extraccion del DNA: se llevé a cabo mediante un procedimiento
de lisis térmica, para lo cual: i) 200 yL de la biomasa obtenida mediante cultivo
en medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) suplementado con OADC 10%
(v/v) se centrifugaron en tubos eppendorf estériles (Sarstedt, Aktiengesellschaft
& Co, Numbrecht, Germany) a 13.000 r.p.m, durante 15 min (Eppendorf
Centrifuge 5417 C, Brinkmann Instruments INC, Westbury NY), y el sedimento
se centrifugdé de nuevo (13.000 r.p.m., 10 s) para eliminar totalmente cualquier
resto del medio de cultivo; ii) el sedimento obtenido fue resuspendido en 20 pL
de tampon TE pH 8 (10 mM Tris-HCI, Merck; 1 mM EDTA, Sigma-Aldrich Co) y
la mezcla homogeneizada con vortex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A.); iii)
la suspensiéon fue inactivada mediante calor a 95° C durante 30 min en un
bloque calefactor (Twin incubator DG-210, Diagnostic Grifols S.A), centrifugada
de nuevo (13.000 r.p.m., 10 s) y sometida a un proceso de congelacion a -20°
C, durante 30 min; iv) finalmente, se homogeneizé mediante vortex y se
centrifugé a 13.000 r.p.m durante 10s. Si la amplificacion no se realizaba
durante la misma jornada, el proceso podia detenerse durante la congelacién

del sedimento, reanudandose en este punto al dia siguiente.

e Amplificacion de la regidon intergénica espaciadora 16S-23S
rRNA: La reaccion de amplificacion se realizé en tubos eppendorf estériles de

0,2 mL de capacidad (0.2mL Thermotube, ABgene, Epson, Surrey) para un
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volumen final de 50 uL que incluia los 10uL de la muestra que contiene el DNA
problema, 10 pL del tampén de amplificacion (INNO-LiPA® Mycobacteria
Amplification kit), 10 yL de solucion de primers comerciales (INNO—LiPA®
Mycobacteria Amplification kit), 0,3 pL (5U/uL) de Tag DNA polimerasa
(ABgene House, Epsom, Surrey, UK) y 19,7 uL de agua bidestilada
(Laboratorios Grifols S.A). Se definieron en el termociclador (Progene Techne,
Cambridge) las condiciones siguientes: i) un ciclo inicial de 1 min a 95° C; ii)
tres series de 40 ciclos de 30 s a 95° C, 62° C y 72° C, respectivamente; iii) un
periodo final indefinido a 4° C. Para comprobar que la reaccion de amplificacion
habia sido adecuada, se realizé una electroforesis horizontal (Power Pac 300,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) (Maxicell EC 360 M Electrophoretichal
System, EC Apparatus Corporation, St Petersburg, Florida) de los fragmentos
amplificados a 7,0 V/cm durante 2 horas, en un gel de agarosa (Midi ABgarose,
ABgene House) al 2% (p/v) en tampéon TBE 1X, pH 8 (90 mM Tris
(hidroxymethyl) aminomethane, Merck; 90 mM acido bodrico, Merck; 2 mM
EDTA, Sigma-Aldrich Co). En cada analisis se incluy6 un patrén de 10 bandas
de 1.000 a 100 pb (Supperladder-Low 100bp Ladder, ABgene House). Los
geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Co) (0,5 ug/mL p/v),
depositados sobre un transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline
Transilluminator model TC-312 A, Spectronics Corporation, Westbury) y las
imagenes fotografiadas mediante un sistema de captacion de imagenes
(DC290 Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company, Rochester, NY). Los
amplificados se conservaron en nevera a 4° C hasta el momento de su

utilizacion.

e Hibridacién: Todo el proceso se realizd siguiendo las
instrucciones del fabricante, empleando para ello un sistema automatizado,
Auto-LiPA (Innogenetics N.V., Ghent, Belgium) que permite mediante
calentamiento - enfriamiento, aspiraciéon y pipeteado automatizados ejecutar en
su totalidad las fases de hibridacién, lavado astringente y desarrollo de la
coloracion, seleccionando el programa especificamente disefiado para ello.
Para lo cual: i) las soluciones de hibridacion (Hybridization Solution,

Innogenetics N.V.) y de lavado astringente (Stringent Wash Solution,
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Innogenetics N.V.) fueron introducidas en los reservorios correspondientes para
que alcanzasen la temperatura de 62°C; ii) se prepararon diluciones 1:5 (v/v)
de la solucién de lavado (Rinse Solution, Innogenetics N.V.) con agua
destilada, y 1:100 (v/v) del conjugado (Conjugate 100X, Innogenetics N.V.) y
del substrato (Substrate 100X BCIP/NBT, Innogenetics N.V.) con sus
correspondientes diluyentes (Conjugate Diluent; Substrate Buffer, Innogenetics
N.V.), que fueron depositadas en sus respectivos reservorios; iii) las tiras de
nitrocelulosa eran colocadas en los canales de la bandeja, en un extremo de
los mismos se agregaban 10 pL de solucién de desnaturalizacion (Denaturation
Solution, Innogenetics N.V.) y 10 yL de DNA amplificado, y se iniciaba el
proceso. La lectura e interpretacién de los resultados se realizo siguiendo las

instrucciones del fabricante (Tabla 3.5; Figura 3.2).

Tabla 3-5 - Interpretacion del ensayo INNO-LiPA

Lineas a3 4 3 & 7 8
IEarlivos Grupos taxondmicos rpdor e{ e o
M el = =] Bl E
fiya ] & | Ry =Rl =
i MRAD - 8 | 5= =
+ 4 MKA-1 M. kansasii genotipo | i -
: ME - T
+ 5 MKEA-2 M. kansasii genotipo |l WOD -
HAE - ¥
M .
M. kansasii genotipos il a 'V it Fe
+ - MOIEL - I}
o MKA-3  Mycobacterium gastri iy i)
MCHS - 1§
1: control de reaccion; 2: especifica de género; Figura 3.2.- Re;ult-ado-s d;l e;sa;o IﬁNS—Lipa.

X: especifica da complejo, espacia o grupo taxonomico,

3.4 Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos.

La actividad in vitro de diferentes compuestos, antibioticos y no
antibidticos, frente a los 103 aislados clinicos y las cepas de control (M.
kansasii CECT 3030 y M. kansasii tipo VI) se determiné mediante un método
de microdilucion en medio liquido. Ademas, se realizd un estudio sobre la
eficacia del Sistema Bactec® MGIT 960 (Becton Dickinson Microbiology
Systems, Sparks, MD) para los ensayos de sensibilidad de M. kansasii a los

tuberculostaticos clasicos.
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3.4.1 Compuestos ensayados.

Se ensayaron 19 antibioticos y dos sustancias no antibidticas (Tabla

3.6), algunos de los cuales fueron seleccionados mediante un modelo de

topologia molecular cuantica desarrollado en el departamento de fisica-quimica

de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia (Garcia-Garcia et al.,
2004 y 2005).

Tabla 3.6.- Compuestos utilizados en los ensayos de sensibilidad.

2 - Laboratorio Potencia Solvente Punto de
| Categoria [ Nombre | il

Tuberculostatico

Aminoglicésidos

Macrélidos

Clofazimina
Oxazolidinonas

Quinolonas

Rifamicinas
No antibiéticos

2 cLsI (NCCLS, 2003

S Estreptomicina Sigma 777 ug/mg Agua bidestilada =2 10°
Etambutol Sigma 1 mg/mg Agua bidestilada 257
Isoniazida Sigma 990 ug/mg Dimetilsulfoxido 25°
PAS Sigma 1mg/mg  Hidroxido sodico 1N >2°
Rifampicina Sigma 950 ug/mg Dimetilsulféxido 21°
Amikacina Flavine 720 ug/mg Agua bidestilada >32°
Kanamicina Sigma 787 ng/mg Agua bidestilada 257
Neomicina Sigma 727 pg/mg Agua bidestilada >5%°
Paromomicina Sigma 760 pg/mg Agua bidestilada -
Azitromicina Lesvi 996 ug/mg Dimetilsulfoxido 216°
Claritromicina Abbott 979 ug/mg Dimetilsulfoxido 216>
Clofazimina Sigma 1 mg/mg Dimetilsulfoxido >0,5°
Linezolid Pharmacia 1 mg/mg Dimetilsulfoxido >32%°
Ciprofloxacino Bayer 1 mg/mg Agua destilada >2°
Enoxacino Sigma 1mg/mg  Hidréxido sddico 1N >2°
Enrofloxacino Chemika Fluka 980 pug/mg Hidroxido sédico 1N >2°
Lomefloxacino Sigma 1 mg/mg Agua bidestilada 222
Moxifloxacino Bayer 1 mg/mg Agua destilada >4'
Rifabutina Pharmacia 1 mg/mg Dimetilsulfoxido 22°
Benzalconio Sigma 1 mg/mg Agua bidestilada -
Trifluoroperazina Sigma 980 ng/mg Agua bidestilada -

); b Heifets, 1996 ;  Pérez et al., 1999 ; d Biehle & Cavalieri, 1992; ¢ Brown-Elliott et al. ,2003; fGillespie
& Billington, 1999.

Las diferentes sustancias fueron disueltas segun las

recomendaciones citadas en The Index Merck (Anonymous, 1983) (Tabla 3.6),

empleandose como solventes agua bidestilada estéril (Laboratorios Grifols
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S.A.), dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich Co), etanol (Panreac Quimica S.A.) o
hidréxido sddico 1N (Panreac Quimica S.A). Las diferentes soluciones fueron
esterilizadas por filtracion (Acrodisc® Syringe Filtres 0,45 pm, Pall Gelman

Laboratories) y conservadas a -20°C, hasta su utilizacién.

En todos los casos, se inocularon placas control con los distintos
solventes a la misma concentracion que se habia empleado para la dilucién del
farmaco, con el fin de comprobar que no se producia inhibicion del desarrollo
de los microorganismos. Las soluciones antibioticas de trabajo se prepararon

mediante dilucién en medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories).

3.4.2 Estudio de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La CMI se determin6 mediante microdiluciéon en medio Middlebrook
7H9 (Difco Laboratorios) a pH 6,8, excepto para los ensayos con claritromicina
y azitromicina que estaba ajustado a pH 7,4, segun los protocolos descritos por
diversos autores (Brown et al. 1992; Franzblau et al. 1998; Bastian et al. 2001)
con pequefias modificaciones. Como soporte se utilizaron placas de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo en “U” (Placas Microtiter, Lab Center S.L
Madrid) que contenian 150 uL de medio de cultivo, y cada ensayo se realizd

por duplicado.

e Concentraciones de antimicrobianos: Inicialmente se
ensayaron diez concentraciones cuyo rango oscilaba entre 32 mg/L y 0,06
mg/L. Ademas, en algunos compuestos cuando fue necesario se probaron
concentraciones superiores o inferiores a las citadas. Con la finalidad de
verificar la viabilidad de los aislados y la ausencia de contaminaciones, en
todos los ensayos se incluyeron los correspondientes controles negativo (medio
de cultivo con la sustancia a estudiar no inoculado) y positivo (medio de cultivo

sin la sustancia a estudiar inoculado).

¢ Indculo: A partir de la biomasa de un cultivo de siete dias en
medio Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories) se preparé una suspension en

medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) que, tras 24h de incubacion a
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37°C, fue ajustada con un nefelometro (Sensititre, Trek Diagnostic Systems
LTD, Imberhorne Lane) a una absorvancia equivalente al patron 0,5 de
McFarland y diluida 1:10 (v/v) con medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories).
Un volumen de 10 ul fue utilizado para la inoculacion de los pocillos, excepto

de los controles negativos.

e Incubacién: Las microplacas fueron selladas con Parafilm® “M”
(Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI) e incubadas a 37°C en atmosfera
convencional durante 10 dias; tras lo cual, se afadié a cada pocillo 20 ul de
Resazurina® (Sigma-Aldrich Co) al 0,025% (p/v), como indicador de dxido-
reduccion. Las microplacas fueron selladas de nuevo e incubadas durante un

periodo adicional de 48h.

e Lectura e interpretacion: Finalizado el periodo de incubacion se
efectud la lectura de los ensayos que se baso en la capacidad metacromatica
de la resazurina, relacionada con los procesos de oxido-reduccidn, de modo
que el crecimiento microbiano determiné un cambio de color azul a rosa (Figura
3.3). Los resultados fueron considerados adecuados cuando el medio de los
pocillos control negativo y control positivo era de color azul y de color rosa,
respectivamente. Por lo tanto, la CMI quedaba definida por la concentracién
mas baja que producia inhibicidn visible del crecimiento bacteriano (Figura 3.3),
y las CMlso y CMlgy se definieron como las concentraciones mas bajas que
inhibian el crecimiento del 50% y 90% de los aislados, respectivamente (Guna
et al., 2005).

Figura 3.3.- Resultado de un ensayo de
CMI. Puede observarse la variacion de
color de la resazurina. Pocillos azules:
ausencia de crecimiento bacteriano;
pocillos rojos: crecimiento bacteriano.
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3.4.3 Evaluaciéon de la utilidad del Sistema Bactec® MGIT 960
para los estudios de sensibilidad.

Con este fin se efectué un estudio comparativo de los resultados
obtenidos con el sistema automatizado Bactec® MGIT 960 System (Becton
Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD) y con los de un nuevo ensayo de
microdilucion, en el que se incluyeron 73 de los 103 aislados clinicos

estudiados.

e Tuberculostaticos ensayados y puntos de corte: Se estudid la
actividad in vitro de estreptomicina, etambutol, isoniazida y rifampicina
preparandose las soluciones stock y de trabajo, tal como se ha descrito
previamente (Tabla 3.6). Los resultados se interpretaron siguiendo los criterios
establecidos por CLSI (NCCLS, 2003) para M. kansasii (Tabla 3.7).

Tabla 3.7.- Tuberculostaticos ensayados en la evaluacion de la utilidad del Sistema

Bactec® MGIT 960 frente a un método de microdilucién para los estudios de
sensibilidad.

Tuberculostatico Concentracion (mg/L)
| Puntos de corte || Rango CMI MGIT 960

Estreptomicina =210 0,06 a 32 10
Etambutol >5 0,06 a 32 5
Isoniazida >5 0,06 a 32 5
Rifampicina > 1 0,06 a 32 1

e Determinacion de CMI mediante microdilucion: Se utilizé el
método de microdilucion descrito previamente (véase punto 3.4.2), con
modificaciones que afectaban al momento de adicién de la resazurina y a la
lectura de los resultados, que se realizaban antes de la inoculacidon de las

microplacas y a los 10 dias de incubacion, respectivamente.

e Estudio de sensibilidad mediante el sistema automatizado
Bactec® MGIT 960 System: Este ensayo se realizd siguiendo las

recomendaciones del fabricante para los estudios de sensibilidad de M.
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tuberculosis, pero modificando las concentraciones finales de los antibidticos
(Tabla 3.7). Los aislados fueron inoculados en tubos MGIT (Becton Dickinson),
suplementados con 0,8 mL de OADC (Becton Dickinson) (MGIT960) e
incubados en el equipo automatizado Bactec® MGIT 960 System (Becton
Dickinson), hasta que mostraba una sefal positiva de crecimiento. Para
preparar la suspension micobacteriana empleada en los procedimientos de
inoculacion, el crecimiento bacteriano de los cultivos positivos en MGIT960 era
diluido (1:5 v/v) con solucién salina si los cultivos habian sido sembrados hacia
3 - 5 dias, o utilizado sin diluir si los cultivos eran de 1 o 2 dias. En ambos
casos, se realizaba una dilucién adicional (1:100, v/v) para la inoculacion de los
tubos control. Para los ensayos de sensibilidad se utilizaron cinco tubos
MGIT960 suplementados con 0,8 mL de OADC (Becton Dickinson); uno sin
antibiéticos (control de crecimiento) y a los restantes, rotulados cada uno con
una de las letras del acréstico SIRE (S de estreptomicina; | de isoniazida; R de
rifampicina, y E de etambutol), se les afadia 0,1 mL de la correspondiente
solucion de trabajo para conseguir las concentraciones finales de: 10 mg/L para
estreptomicina; 5 mg/L para isoniazida; 1 mg/L para rifampicina, y 5mg/L para
etambutol (tabla 3-7) (SIRE-MK). Los tubos control fueron inoculados con 0,5
mL de suspension micobacteriana diluida (1:100, v/v) y los tubos con farmacos
con el mismo volumen de la suspension micobacteriana diluida (1:5, v/v) o no
diluida. Los tubos inoculados eran colocados (siguiendo el orden: control —
SIRE) en una gradilla especial (AST NET cariar, 5 nubes; Becton Dickinson)
que era introducida en el equipo de incubacion - lectura, hasta que el sistema

automatizado daba por finalizado el ensayo (Figura 3.4).

SM INH RMP EMB
S ] S S
Cepa M. kansasii sensible a todo

Figura 3.4.- Lectura con luz ultravioleta de un ensayo de sensibilidad SIRE-MK.
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e Controles de pureza y resoluciéon de resultados discrepantes:
La pureza de los cultivos se comprobé mediante resiembra de todas las
suspensiones micobacterianas en placas de agar chocolate (Biomedics) vy
Middelbrook 7H11 (Difco Laboratories). En el caso del método de microdilucion,
con el fin de confirmar la ausencia de contaminantes, se realiz6 una tincién
acido-alcohol resistente de los cultivos. Ademas, los tubos SIRE-MK que
mostraron resistencia a los farmacos, se compararon visualmente con los tubos
MGIT-control de crecimiento y cuando el aspecto macroscépico del crecimiento
era diferente se realizaba una tincion acido-alcohol resistente. Los aislados que
mostraron resultados discrepantes fueron de nuevo ensayados por ambos
métodos y en el caso de la isoniazida y el etambutol, se incluyeron diluciones
adicionales (2,5 a 10 mg/L). Los aislados discrepantes se categorizaron como

resultados falsamente sensibles y resultados falsamente resistentes.

3.5 Analisis de la diversidad genética.

La posible existencia de variabilidad genética entre los aislados
seleccionados se estudido mediante electroforesis de fragmentos de restriccion
en campo pulsante (PFGE) y analisis del polimorfismo de los fragmentos de

restriccion amplificados (AFLP).

3.5.1 Estudio del DNA cromosomico mediante PFGE.

Se siguié en lineas generales, el procedimiento descrito por Singh et
al. (1999).

e Preparacion de la biomasa: Los aislados eran sembrados en
medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) enriquecido con OADC (10%, v/v),
e incubados a 37°C, en atmosfera convencional, durante cinco dias. A
continuacion, a los cultivos se les afadia cicloserina (Sigma-Aldrich Co) (1
mg/mL, p/v), y se reincubaban durante cinco dias mas. Tras lo cual, se
procedia a su centrifrugacion (Megafuge 1.0R Heraeus, Kendro Laboratory
Products, Germany) a 2.000 r.p.m. durante 20 min, y los sedimentos obtenidos
eran resuspendidos en 2 mL de tampdn TE 10:10 pH 8 (10mM Tris-HCI, Merck;
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10 mM EDTA, Sigma-Aldrich Co), lavados dos veces con el mismo tampédn,
previa centrifugacion (2.000 r.p.m., 20 min; Megafuge 1.0R Heraeus), y
finalmente resuspendidos y ajustados con tampon TE 10:10 a una densidad
Optica equivalente al patron 2 de la escala de McFarland. Las suspensiones
bacterianas fueron sometidas a tres ciclos de congelacién - descongelacién, de
10 minutos de duracién. Tras el tercer ciclo, un volumen de cada suspension
contenido en tubos eppendorf (Sarstedt, Aktiengesellschaft & Co) fue tratado

con lisozima (Sigma-Aldrich Co) al 1% (p/v), durante 24 horas a 37°C.

e Preparaciéon de los bloques de agarosa: Para su preparacion,
500 uL de la biomasa pretratada fueron mezclados (v/v) con agarosa
(Chromosomal Grade Agarose, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) al 2%
(p/v) en tampdén TE, mantenida a 50-55°C. La mezcla biomasa-agarosa fue
dispensada en moldes (Plug Mold, Sample Chef disposable, Bio-Rad
Laboratories), previamente lavados con etanol al 70% (Panreac Quimica S.A),
enjuagados con agua bidestilada (Laboratorios Grifols S.A) y secados en
estufa; una vez depositada la mezcla biomasa-agarosa en los moldes, se

mantuvieron en nevera a 4° C durante 30 minutos.

e Proceso de lisis: Los bloques fueron extraidos de los moldes e
introducidos en tubos de 16 x 160 mm con tapon de rosca, a los que
previamente se habia afiadido 5 mL de tampdn de lisis constituido por CTAB (1
M CINa, Panreac Quimica S.A.; 0,1 M EDTA, Sigma-Aldrich Co; 10 mM Tris-
CIH, Merck; 0,5% N-Lauroyl Sarcosine, Sigma-Aldrich Co; 0,2% Sodium
deoxycholate, Sigma-Aldrich Co; 0,5% Brij, Sigma-Aldrich Co; 0,5mg/mL de
Proteinasa K®, Sigma-Aldrich Co); se incubaron en horno de hibridacion
(Unitherm 6/12, Laboran, Orcoyen) a 50°C, en rotaciéon continua, durante 5
dias. Tras ello, se procedio a retirar el tampdn CTAB y a reincubar los moldes
en tampon TE 10:10 pH 8, durante un periodo adicional de 18 horas.
Finalmente, se realizaron de 4 a 5 lavados, de 30 minutos de duracion, con
tampon TE 10:50, pH 8 (10mM Tris-HCI, Merck; 50mM EDTA, Sigma-Aldrich

Co) a 50°C y rotacion suave en el horno de hibridacion previamente citado. Los
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bloques fueron guardados a 4°C en tubos eppendorf (Sarstedt,
Aktiengesellschaft & Co) con tampén TE 10:50, pH 8.

e Restriccion del DNA: Se emplearon dos endonucleasas de
restriccion, los enzimas Xbal (Promega Corporation, Madison, WI) y Vspl
(Promega Co) que reconoce las secuencia 5'...T/CTAG A...3' y 5...AT/TA
AT...3’, respectivamente. Antes de iniciar la restriccién, los bloques fueron
lavados con TE 10:1, pH 8 (10mM Tris-HCI, Merck; 1mM EDTA, Sigma-Aldrich
Co), en horno de hibridaciéon a 50°C y rotacién suave durante 45 minutos, y
tratados dos veces sucesivas a 4°C, durante periodos de 30 y 60 minutos, con
tampdn de restriccion (Promega Co) al 10% que contenia seroalbumina bovina
(Promega Co) al 0,1% (tampdn de digestion). Tras lo cual, se retird el tampdn
de digestion y los bloques fueron tratados con 150 uL de tampdn de digestion
conteniendo 30 Ul de Xbal o 40 Ul de Vspl, durante 20 horas a 37°C en el
horno de hibridacién citado previamente. El proceso finalizdé con la retirada del

tampdn de digestion y la adicion de TE 10:1, pH 8.

e Electroforesis de los fragmentos de restricciéon: Para ello, se
utilizé el sistema Contour Clamped Homogeneous Electric Field (Chef-DR® I
Pulsed Field Electrophoresis Systems, Bio-Rad Laboratories), y se siguio el
protocolo de Singh et al. (1999) con pequefias modificaciones, para lo cual: i)
los bloques de agarosa que contenian DNA micobacteriano digerido y el
marcador de peso molecular (Pulse Marker 50-1000 kb, Sigma-Aldrich Co)
fueron depositados en los pocillos de un gel de agarosa (Pulsed Field Certified
Agarose, Bio-Rad Laboratories) al 1% en tampén TBE 0,5X (Bio-Rad
Laboratories) y sellados con un poco de la misma agarosa; ii) el gel era
introducido en la interior de la cubeta de electroforesis del sistema Contour
Clamped Homogeneous Electric Field (Chef-DR® Il Pulsed Field
Electrophoresis Systems, Bio-Rad Laboratories) que contenia 2.200 mL de
tampén TBE 0,5X. Para evitar la degradacién del DNA, al tampon TBE 0,5X
(Bio-Rad Laboratories) empleado para el gel y para la cubeta de electroforesis,

se le anadioé thiourea 50 pM (p/v) (Sigma-Aldrich Co) segun los protocolos
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descritos por Romling & Tummler (2000), Corkill et al. (2000) y Zhang et al.

(2004b). Las condiciones de la electroforesis estan recogidas en la tabla 3.8.

Tabla 3.8.- Condiciones de electroforesis en campo pulsado.

Vsp | Xba |

Voltaje y angulo 6 V/cm (200 V), 120° 6 V/cm (200 V), 120°
1a5,6sx10h 0,5a 10s x 10h

Pulsos 5,6 a 16,6 s x 6h 10 a 17 /seg x 4h
16,6 a 23 s x 4h

e Lectura e interpretaciéon: Tras la separacion electroforética, los
geles fueron tenidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Co) (0.5 pg/mL)
durante 20 min, lavados con agua destilada en agitacién suave durante 20 min,
y observados mediante transiluminacion con luz ultravioleta (Spectroline
Transilluminator model TC-312 A, Spectronics Corporation), y las imagenes
fueron fotografiadas mediante un sistema de captaciéon de imagenes (DC290
Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company). El tamano relativo de los
fragmentos fue calculado mediante el programa informatico 1D Manager
version 2.0 (TDI, Tecnologia para Diagnéstico e Investigacion S.A,,
Alcobendas). Las bandas obtenidas en cada perfil fueron analizadas
densitométricamente, determinando su tamafio molecular por comparacion con
marcadores externos, mediante un modelo matematico que convierte las
distancias de migracion en tamafios moleculares relativos. La similitud entre los

[{pegl)

aislados se calculé segun el coeficiente de Dice, (SD= 23/2%+b+c; donde “a” es
el numero de fragmentos apareados, y “b” y “c” el numero de fragmentos no
apareados de las cepas comparadas) (Struelens et al., 1999), mediante el
programa Lane Manager version 2.1 (TDI), que ademas permite la agrupacion
de los aislados en funcion del nivel de similitud, mediante las comparaciones de
los tamafios moleculares (UPGMA, unweighted pair group mathematical
average) y la obtencion de un dendograma de homologia. Los dendogramas de
homologia se obtuvieron mediante el paquete estadistico SPSS 11.0 para

Windows y aplicacién del coeficiente de Dice. La interpretacion de los patrones
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de PFGE obtenidos, se realizé en principio siguiendo los criterios de Tenover et
al. (1995).

e Estudio del poder discriminatorio de la técnica: El poder
discriminatorio de un método de tipificacion es su capacidad para distinguir
entre cepas no relacionadas (Hunter & Gaston, 1988). En este estudio se aplico
el indice de diversidad de Simpson (Hunter & Gaston, 1988; Dillon et al., 1993),
siguiendo el protocolo descrito por diferentes autores (Van Looveren et al.,
1999; Louie et al., 1996), pero llevando a cabo la comparacion de los
resultados obtenidos con los diferentes enzimas de restriccion. El indice viene

dado por la siguiente ecuacion:

Donde “N” es el numero total de cepas de la muestra, “s” es el
numero total de tipos descritos y “n;” es el numero de cepas que pertenecen al
tipo “j”. Esta ecuacion puede ser aplicada tanto para la comparacién directa del
poder de discriminacion de diferentes métodos de tipaje, como para el analisis
del poder de discriminacion de esquemas de tipaje combinados. Segun
consideran Hunter & Gaston (1988), el nivel aceptable de discriminacion
dependera en cada caso de un gran numero de factores, pero un indice mayor
del 0,90 seria lo deseable, para que los resultados puedan ser interpretados

con confianza.

3.5.2 Estudio de DNA cromosomico mediante AFLP.

El analisis mediante AFLP se realizé siguiendo los procedimientos
descritos por Gaafar et al. (2003). Se realizaron una serie de ensayos iniciales,
con el fin de encontrar las condiciones optimas con las que llevar a cabo
nuestro analisis AFLP. Para ello, se seleccionaron aleatoriamente tres cepas

pertenecientes a distintos pacientes y se incluy6 la cepa control M. kansasii
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CECT 3030. En estos primeros estudios, se ensayaron a la vez los tres
iniciadores (Apa-A, Apa-C y Apa-T) que con la reaccién de amplificacion, daban
mejores resultados, es decir mejores patrones de restriccién, segun lo descrito
por Gaafar et al. (2003).

e Preparacion de la biomasa: Los aislados objeto de estudio
fueron sembrados en medio Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories)
suplementado con OADC al 10%, e incubados en estufa de 372C en atmdsfera

convencional durante 12 dias.

e Lisis microbiana: Dos asas bacteriolégicas bien cargadas con
biomasa procedente del crecimiento obtenido en Middlebrook 7H11 (Difco
Laboratories) fueron transferidas a tubos eppendorf estériles de microcentrifuga
(Sarstedt, Aktiengesellschaft & Co), que contenian 400 pL de solucion TE 1X
(Tris-HCI 10mM pH 8, Merck; EDTA 1mM pH 8, Sigma-Aldrich Co), y la
suspension fue inactivada mediante calentamiento a 80°C, durante 20 min.
Tras lo cual, se anadia lisozima (Sigma-Aldrich Co) al 1% (p/v) y la mezcla se
incubaba a 37°C, durante 18 horas. Al dia siguiente, se afiadia 75 pL de
solucion de SDS (Sigma-Aldrich Co) al 10% (p/v) y Proteinasa K (Sigma-Aldrich
Co) al 0,7% (p/v) y se incubaba durante 10 min a 65°C. Finalmente, 100 yL de
NaCl 5M (Panreac Quimica S.A.) y 100 uL de la solucion CTAB-NaCl (Sigma-
Aldrich Co) precalentada a 65°C fueron agregados a la mezcla anterior; la
solucion resultante fue agitada vigorosamente, hasta que el contenido liquido

adquirié color blanco lechoso, e incubada durante 10 min a 65°C.

e Extraccion del DNA cromosomico: la suspension obtenida en el
proceso de lisis fue diluida (1:1, v/v) con 750 uL de cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1, v/v) (Sigma-Aldrich Co) y la mezcla fue homogeneizada
vigorosamente durante, al menos, 10 segundos y posteriormente centrifugada
(Eppendorf Centrifuge 5417 C, Brinkmann Instruments INC) durante 8 minutos
a 11.000-13.000 r.p.m. a temperatura ambiente. La fase acuosa obtenida tras
la centrifugaciéon fue transferida a un nuevo tubo eppendorff estéril (Sarstedt,

Aktiengesellschaft & Co), y se afadio isopropanol (Panreac Quimica S.A) de
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modo que la mezcla quedara diluida a razén de 1:0,6 (v/v). Se removieron los
tubos arriba y abajo, lentamente hasta hacer precipitar el acido nucleico y luego
se dejaron a -20°C durante 30 minutos para acabar centrifugando a 13.000
r.po.m. (Eppendorf Centrifuge 5417 C) durante 15 min; el sedimento obtenido,
tras decantacién cuidadosa del sobrenadante, fue lavado con 1mL de etanol
70° (Panreac Quimica S.A) conservado a -20°C, mediante movimientos de
inversion de los tubos y centrifugado de nuevo como en el paso anterior
durante 5 min. El sedimento obtenido, tras decantar cuidadosamente el
sobrenadante, fue secado mediante evaporacién del etanol a temperatura
ambiente o con aire seco (37°C) en incubador (Unitherm 6/12, Laboran,
Orcoyen) durante 15 min. El sedimento fue resuspendido en 50uL de TE 1X pH
8, manteniéndolo en incubador/horno de hibridacion a 37°C durante una hora, y

finalmente, conservado en nevera a 4°C, hasta su posterior utilizacion.

e Cuantificacion de la concentracion de DNA: Se realizd
mediante la lectura de la densidad oOptica de cada muestra a 260-280 nm de
longitud de onda en un espectrofotémetro de luz ultravioleta (Shimatzu UV-160,
Shimatzu Corporation, Kyoto). Para los calculos correspondientes, se estimo
que cada unidad de densidad optica correspondia aproximadamente a 50
pMg/mL de DNA de doble cadena (Maniatis et al., 1989).

e Restriccion enzimatica de DNA: Se realiz6 con la endonucleasa
de restriccion Apal (ABgene House), que reconoce y corta la secuencia 5'-
GGGCC/C-3". Para lo cual, el DNA obtenido segun el procedimiento
previamente descrito fue diluido al 10% con tampén de restriccion comercial
(ABgene House), de modo que su concentracion final fuese de 0,05 pg/mL, y 6
ML de dicha solucién fueron tratados con 20U de la endonucleasa a 30°C
durante 120 minutos. El DNA digerido fue conservado a 4°C hasta el momento

de su utilizacion.

e Preparacion de los adaptadores de doble cadena: Se preparé
una mezcla equimolecular en tampén PCR 1X (ABgene House) de los

oligonucledtidos Apa-1 (ABgene House) y Apa-2 (ABgene House) que
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reconocen las secuencias 5-TCG TAG ACT GCG TAC AGG CC-3" y 5-TGT
ACG CAG TCT AC-3’, respectivamente, y la hibridacion se realizé mediante
enfriamiento en termociclador (Progene Techne, Cambridge) desde 80°C a
4°C, con una disminucion térmica de 1°C/min. Los adaptadores de doble
cadena obtenidos, fueron conservados en nevera a 4°C durante un periodo de

tiempo no superior a una semana.

e Ligacion de los adaptadores al DNA digerido e inactivacion
de la T4 ligasa: para la reaccion de ligacion, 10 pyl del DNA micobacteriano
digerido fueron diluidos (v/v) con tampdn de ligacion (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) al 10% (v/v) con 1 U de T4 ligasa (Promega Co) y 0,2 ug
del adaptador de doble cadena, e incubados a 37°C, durante 2h, en horno de
hibridacién (Unitherm 6/12, Laboran). Tras lo cual y con la finalidad de inactivar
la T4 ligasa, las muestras fueron diluidas con 35 pL de agua bidestilada estéril
(Laboratorios Grifols S.A.) e incubadas a 65°C durante 10 min, en horno de
hibridacion. Finalmente, fueron conservadas a 4°C o a -20°C, dependiendo si

iban a ser procesadas antes de una semana o no, respectivamente.

e Amplificacion: La reaccion de amplificacion se realizd en tubos
eppendorf estériles de 0,2 mL de capacidad (0.2mL Thermotube, ABgene
House) que contenian 50 uL de una dilucion 1:9 (v/v) del DNA digerido y ligado
en tampon de PCR 1X con 1,5mM de MgCI, (Abgene House) adicionado de
10% de glicerol (Merck), 1,25 U de Taq DNA polimerasa (ABgene House),
deoxinucledtido trifosfato 250 uM (Promega Co), y un Unico primer a una
concentracion de 1 uyM (Abgene House) (Tabla 3.9). Se definieron en el
termociclador (Progene) las temperaturas y los tiempos de desnaturalizacion,
alineamiento y extension, siguientes: i) un ciclo inicial de 5 min a 95°C; ii)
treinta y tres ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 60°C y 2,5 min a 72°C; iii) un
periodo de extension final de 5 minutos a 72°C. Los amplificados fueron

conservados a 4°C hasta su utilizacion.
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Tabla 3.9.- Secuencias de los primers empleados.

Apa-A 5 — GAC TGC GTA CAG GCC CA- 3’
Apa-C 5 — GAC TGC GTA CAG GCC CC- 3’
Apa-T 5 — GAC TGC GTA CAG GCC CT- 3’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

L

1 Sve—

Figura 3.5.- Carreras 1 a 4: perfiles obtenidos con el iniciador Apa-A;
carreras 5, 6, 8 y 9: perfiles obtenidos con el iniciador Apa-T; carreras 10
a 13: perfiles obtenidos con el iniciador Apa-C; carrera 7: control de
tamaio molecular.

o Electroforesis y visualizacion de los fragmentos
amplificados: Los amplicones fueron separados mediante electroforesis
horizontal (Power Pac 300, Bio-Rad Laboratories) (Maxicell EC 360 M
Electrophoretichal System, EC Apparatus Corporation) a 3,5 V/cm durante 4 h,
en un gel de agarosa (Midi ABgarose, Abgene House) al 2% (p/v) en tampdn
TBE 1X pH 8 (90mM Tris hydroxymethyl aminomethane, Merck; 90mM acido
bérico, Merck; 2mM EDTA, Sigma-Aldrich Co). En cada analisis se incluydé un
patrén de 10 bandas de 1.000 a 100 pb (Supperladder-Low 100bp Ladder,
ABgene House). Los geles fueron tenidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich
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Co) (0,5 pg/mL), depositados sobre un transiluminador de luz ultravioleta
(Spectroline Transilluminator model TC-312 A, Spectronics Corporation,) y las
imagenes fotografiadas mediante un sistema de captacion de imagenes
(DC290 Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company) (Figura 3.5).

e Analisis e interpretacion: El tamano relativo de los fragmentos
fue calculado mediante el programa informatico 1D Manager versién 2.0 (TDI),
y la similitud entre los aislados se calcul6é segun el coeficiente de Dice mediante
el programa Lane Manager version 2.1 (TDI) y el paquete estadistico SPSS
11.0 para Windows, aplicando igualmente el coeficiente de Dice, para la
obtencién de las matrices y los dendogramas de homologia. El criterio seguido
para establecer diferencias entre los patrones de AFLP obtenidos, fue
considerar que eran aislados iguales aquellos que tenian el mismo numero y
tamafo de fragmentos, y diferentes aquellos cuyos perfiles diferian en uno o

mas fragmentos (Gaafar et al., 2003).

o Estudio del poder discriminatorio de la técnica: Al igual que en
el analisis PFGE, se aplicd el indice de diversidad de Simpson (Hunter &
Gaston, 1988; Dillon et al., 1993) para comprobar el poder discriminatorio de
los enzimas empleados. Ademas, este indice fue utilizado para conocer cual de

los dos procedimientos, PFGE y AFLP, era mas discriminante.
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4.1 Resultados de la identificacion fenotipica.

El estudio de las caracteristicas morfo-culturales demostré que los
aislados clinicos incluidos en el estudio se caracterizaban por: i) ser bacilos
acido-alcohol resistentes de morfotipo celular acebrado; i) crecer
adecuadamente a 37° C en atmodsfera convencional, en medios especificos
para micobacterias (Lowenstein-Jensen, Middlebrook 7H11 y 7H9), aunque su
crecimiento nunca fue ostensible antes de los siete dias, y ser incapaces de
desarrollarse en medio de MacConkey sin cristal violeta; iii) dar lugar en los
medios solidos a colonias fotocromégenas de morfotipo S/R, cuya
pigmentacion variaba desde amarillo palido a amarillo intenso y se intensificaba
con el envejecimiento de los cultivos, y en los medios liquidos a un sedimento

de color amarillo pajizo (Figura 4.1).

Figura 4.1.- Fotoinduccion de un cultivo de
M. kansasii en medio de Lowenstein-
Jensen: A) Cultivo antes de la exposicion a
la luz; B) Cultivo tras la exposicién a la luz.
Obsérvese la coloracion amarillenta de las
colonias del tubo B (cultivo fotocromégeno).

Caracteristicas que compartian con las cepas control, aunque la
fotocromogenicidad de M. kansasii genotipo VI, so6lo pudo ponerse de
manifiesto tras exposicion luminica prolongada (24 horas) y posterior
reincubacién a 37° C, durante tres dias. Las caracteristicas culturales
permitieron la identificacion preliminar de los aislados como micobacterias del
grupo | de Runyon, y la morfologia celular sustentaba su adscripcion a la

especie M. kansasii. Las caracteristicas bioquimicas basicas, especialmente la
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deteccidon de actividades nitrato-reductasa, acumulacion de niacina, catalasa
termo-resistente e hidrolitica del Tween 80 permitieron, junto con las
caracteristicas morfo-culturales la identificaciéon de los aislados como M.
kansasii (Tabla 4.1).

Tabla 4.1.- Caracteristicas culturales y bioquimicas de los aislados y cepa control

estudiados.

!g 8 :% 8

0 T S S a0 T S

Caracteristica S < 2 Caracteristica g 8 & o

£ |20 s | S

°lso <° | so
Crecimiento >7 dias 100% + Acumulacién de niacina 0% -
Morfologia celular acebrada 100% i Catalasa a 68°C 100% +
Colonias SR 100% + Hidrolisis del Tween 80 97,1% +
Fotocromogenicidad 100% + Reduccion del telurito 100% +
Crecimiento en MacConkey 0% - Pirazinamidasa 0% -

Nitratasa 100% +

Los resultados obtenidos demostraron la gran homogeneidad
fenotipica de los aislados estudiados, ya que el 97,1% presentaron un perfil
comun. Los tres aislados (2,9%) que mostraron actividad catalasa termo-
resistente, nitrato-reductasa y reductora del telurito, pero que carecian de
actividad Tween 80-hidrolitica, fueron incluidos en el biotipo 2 de la clasificacidén
descrita por el grupo GEMKA y los restantes (97,1%) se incluyeron en el biotipo
1 (Tabla 4.2).

Tabla 4.2.- Biotipos detectados segun el esquema del grupo GEMKA?®.

Aislados
clinicos

Caracteristica

Biotipo e >
Nitratasa Catalasa Hidrdlisis Reduccion N° casos o
68°C Tween 80 del telurito °
1 + + + & 100/103 97,1%
2 + + - & 3/103 2,9%

? Calatayud et al. ( 2004)
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Los aislados seleccionados para el estudio de actividades
enzimaticas mediante la galeria bioquimica api® ZYM, pertenecian al biotipo 1
del esquema de Calatayud et al. (2004). Los resultados obtenidos estan

recogidos en la tabla 4.3.

Tabla 4.3.- Actividades enzimaticas detectadas mediante el sistema api® ZYM.

Aislados de
Actividad pacientes Actividad

Aislados de
pacientes

ETH TS KN 7T

Fosfatasa alcalina 11/11 5/5 Naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa 11/11 5/5
C4 esterasa 11/11 5/5 a- galactosidasa 0/11 0/5
C8 esterasa lipasa 11/11 5/5 B- galactosidasa 011 0/5
C14 lipasa 11/11 5/5 B- glucoronidasa 0/11 0/5
Leucina arilamidasa 11/11 5/5 a- glucosidasa 9/11 5/5
Valina arilamidasa 5/11 4/5 B- glucosidasa 8/11 5/5
Cistina arilamidasa 11/11 5/5 N-acetil- B-glucosaminidasa 6/11 3/5
Tripsina 311 4/5 a- manosidasa 0/11 0/5
a- quimotripsina 2/11 3/5 o-fucosidasa 10/11 1/5
Fosfatasa acida 11/11 5/5

La actividad a-fucosidasa permitié la inclusion de los aislados en dos
de los biotipos de Tortoli et al. (1994b), 11 de ellos (68,7%) caracterizados por
poseer dicha actividad fueron identificados como pertenecientes al biotipo 1 y
los restantes como biotipo 2 (Tabla 4.4; Figura 4.2). El analisis estadistico
demostré la existencia de una asociacidn significativa entre los aislados
obtenidos de pacientes VIH positivos y la pertenencia a este ultimo biotipo

(prueba exacta de Fisher p < 0,013).

Tabla 4.4.- Biotipos detectados segun el esquema de Tortoli et al. (1994b).

. Caracteristica | Aislados clinicos
Biotipo
. . o
a-fucosidasa Fosfatasa alcalina | %

+ + 11 68,7
2 - + 5 31,3
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Aislado1

CEEEEEERRE L

Aislado 2

Figura 4.2.- Galeria api® ZYM correpondiente a dos aislados. En la posicién 20 (a-
fucosidasa) del aislado 1, se observa una reaccion positiva y en el aislado 2 una reaccion
negativa.

4.2 Resultados sobre la identificacion molecular.

Los 103 aislados clinicos y la cepa control M. kansasii CECT 3030
hibridaron con la sonda de DNA especifica de M. kansasii (Accuprobe® Gen-
Probe Inc), lo que permitié corroborar los resultados de la identificacion
fenotipica. Sin embargo, dicha sonda no hibridd con la cepa M. kansasii
genotipo VI (Tabla 4.5).

La amplificacién de la region intergénica espaciadora del rRNA 16S-
23S del ensayo INNO-LiPA, permitié la obtencién en todos los casos de un

unico amplicén de 400 a 550 pb, que era el tamafio esperado (Figura 4.3).

450 pb
Amplicones

Figura 4.3.- Resultados de la amplificacion del ensayo INNO-LiPA®.
Carrera M: marcador de peso molecular; Carreras 13 a
17: amplicones.
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La hibridacion inversa del ensayo INNO-LiPA® permitié constatar que
los aislados clinicos y la cepa control M. kansasii CECT 3030 hibridaban con
las sondas 1 (control de conjugado), 2 (especifica de género Mycobacterium) y
4 (MKA 1, especifica de M. kansasii grupo 1), lo cual permitié su identificacién
como M. kansasii genotipo I. Sin embargo, la cepa M. kansasii genotipo VI lo
hizo con las sondas 1, 2 y 6 (MKA 3), correspondiente esta ultima a M. kansasii

genotipos lll a V y M. gastri (Tabla 4.5).

Tabla 4.5.- Resultados de la identificacion molecular.

Hibridacion reversa (INNO-LiPA)

Organismo

Identificacion

b
S ©
I c
d s
c X
@
0=

Aislados clinicos + . ]
(100%) + + - - M. kansasii genotipo |
M. kansasii
CECT 3030 & & & & - - M. kansasii genotipo |
{c\;le-nkt;’jltinpscfl f/"I o + + . . + M. kansasii genotipo Il a V

M. gastri

a b c

: control de conjugado; °: especifica de género Mycobacterium; “: especifica de M. kansasii
genotipo I; d. especifica de M. kansasii genotipo Il; °: especifica de M. kansasii genotipos lllaV'y
de M. gastri.

4.3 Resultados del estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos.

Los ensayos preliminares, encaminados a comprobar la eficacia de la

resazurina en la interpretacion de los resultados, demostraron la ausencia de

diferencias significativas intra e inter-ensayo, y que su interpretacién era mas

facil cuando se realizaba con resazurina (Figura 4.4).

La cepa control M. kansasii CECT 3030 presentdé un perfil de
sensibilidad concordante con el informado por la Coleccion Espafola de
Cultivos Tipo, siendo sensible a isoniazida (CMI: 1 mg/L), rifampicina (CMI:
0,125 mg/L) y etambutol (CMI: 2,5 mg/L), y resistente a estreptomicina (CMI. =

32 mg/L). Con respecto al resto de sustancias estudiadas, presento resistencia
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a enoxacino (CMI: 4 mg/L) y lomefloxacino (CMI: 2 mg/L), y sensibilidad a los
otros farmacos. Mientras que M. kansasii tipo VI, presentd resistencia a las
quinolonas  anteriormente mencionadas (enoxacino, CMIl: 8 mg/L;
lomefloxacino, CMI: 2 mg/L), a kanamicina, neomicina y paromomicina (CMI: =
32 mg/L), y al PAS (CMI: 4 mg/L).
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Figura 4.4.- Estudio de sensibilidad mediante microdilucién. Se muestra un ensayo
sin resazurina y otro con resazurina, evidenciandose la facil lectura de
éste ultimo.

Los resultados de las CMI's obtenidas mediante el método de
microdilucion frente a los 103 aislados, las CMIsy y CMlgg, y la proporcién de

aislados resistentes, estan recogidos en las tablas 4.6 y 4.7, respectivamente.

Los farmacos empleados en el tratamiento habitual de las infecciones
producidas por M. kansasii, isoniazida, rifampicina y etambutol, mostraron
buena actividad. En el caso de la isoniazida, el rango de la CMI varié entre
0,125 mg/L y 4 mg/L, y las CMIsg y CMlgy fueron de 2 mg/L y 4 mg/L,
respectivamente. La rifampicina inhibié a los aislados a concentraciones entre <
0,06 mg/L y 2 mg/L, con CMIsp y CMIgy de 0,125 mg/L y 0,25 mg/L; mientras
que el rango de las CMI para etambutol varié entre 0,5y 8 mg/L, y las CMIsg y
CMilgo fueron de 4 mg/L. De modo, que todos los aislados ensayados resultaron
sensibles a isoniazida, ya que fueron inhibidos con concentraciones inferiores
al punto de corte recomendado por CLSI; tres de ellos (2,9%) mostraron

resistencia a etambutol y uno (0,9%) a rifampicina (Tablas 4.6 y 4.7).
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La CMI de los aislados que mostraron resistencia a rifampicina y
etambutol fue de 2 mg/L y 5 mg/L, respectivamente; concentraciones muy

préximas en ambos casos al punto de corte establecido para estos antibiéticos.

Entre los aminoglucésidos, la estreptomicina y la amikacina
mostraron muy buena actividad con CMIsy, y CMlgy, en ambos casos, de 1 mg/L
y 4 mg/L, respectivamente; de modo que todos los aislados fueron

considerados como sensibles (Tablas 4.6y 4.7).

Tabla 4.6.- Resultados de los estudios de sensibilidad mediante microdilucion en medio liquido.

CMI mg/L(% acumulado)

oos oz [z | 05 [ 0 [ 20 [ a0 | o0 [ e [z
1,9

52,4 874 100

Compuesto

Estreptomicina

Etambutol 1,9 2,9 447 97,1 100

Isoniazida 0,9 1,9 13,6 35,0 73,8 100

PAS 1,0 11,7 26,2 72,8 96,1 97 .1 100
Rifampicina 39,8 68,9 97,1 99,0 100

Amikacina 2,9 11,7 30,1 63,1 79,6 97 .1 99 100
Kanamicina 2,9 14,6 51,5 79,6 95,1 100
Neomicina 0,9 2,9 8,7 52,4 93,2 100
Paromomicina 8,7 447 87,4 97 .1 98,1 100
Azitromicina 29 16,5 59,2 91,3 95,1 99,0 100

Claritromicina 89,3 93,2 96,1 100

Clofazimina 71,8 90,3 95,1 98,1 100

Linezolid 5,8 25,2 63,1 90,2 96,1 100

Ciprofloxacino 0,9 1,9 4.9 42,7 83,5 95,1 96,1 98,1 100
Enoxacino 1,9 7,8 34,0 91,3 99,0 100
Enrofloxacino 26,4 91,3 93,2 95,1 98,1 100

Lomefloxacino 58 18,4 68,9 85,4 96,1 97,1 100
Moxifloxacino 61,2 91,2 95,1 97,1 100

Rifabutina 88,3 92,2 94,2 98,1 100

Benzalconio 1,9 10,7 22,3 39,8 92,2 100

Trifluoroperazina 1,9 7,8 17,5 31,1 68,0 89,3 97 .1 100
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La CMIlg, de kanamicina y neomicina fue de 8 mg/L para ambos
antibidticos y la proporcion de aislados resistentes detectada fue del 20,4% y
del 47,6%, respectivamente. El rango de la CMI para la paromomicina vari6
entre 1 mg/lL y 2 32 mg/L, y la CMIg fue de 8 mg/L; de modo que si
consideramos el mismo punto de corte de la neomicina por tratarse de un
antibiético de estructura quimica similar (pseudotetrasacarido: aminociclitol 2-
desoxiestreptamina), la proporcion de aislados resistentes seria del 12,6%
(Tablas 4.6y 4.7).

Entre las quinolonas observamos resultados dispares dependiendo
del grupo al que pertenecen, siendo in vitro mas activas las de cuarta
generacion, las 8-metoxifluoroquinolonas, representadas en este estudio por
moxifloxacino, que las restantes moléculas estudiadas; para este antibiotico, el
rango de las CMI estuvo comprendido entre < 0,06 mg/L y 1 mg/L, la CMIg fue
de 0,125 mg/L, y no detectamos aislados resistentes. En el caso de las
quinolonas de segunda generacion, enoxacino y lomefloxacino, el rango de las
CMI varié entre 1y =2 32 mg/L, y 0,5 y = 32 mg/L, respectivamente. En ambos
casos, la CMIg, fue de 8 mg/L, y la proporcion de aislados resistentes fue de
98,1% y 81,6%, respectivamente. De las quinolonas de tercera generacién
ensayadas, enrofloxacino fue mas activo que ciprofloxacino con CMIsy y CMIgg
de 0,125 mg/L y un 1,9% de aislados resistentes, frente al 16,5% de

resistencias que obtuvimos en el caso de ciprofloxacino (Tablas 4.6 y 4.7).

Los macrdlidos estudiados, azitromicina y claritromicina, mostraron
una gran actividad in vitro, ninguno de los aislados fue resistente a estos
antibidticos, y la CMlgo fue de 1mg/L y 0,125 mg/L, respectivamente (Tablas 4.6
y 4.7).

El rango de inhibicion del PAS varié entre 0,25 mg/L y = 32 mg/L, la
CMly, fue de 8 mg/L y el porcentaje de resistencias del 88,3%. La proporcion
de aislados resistentes a clofazimina fue del 4,9%, su rango inhibitorio estuvo
comprendido entre < 0,06 a 1 mg/L, y su CMIg de 0,125 mg/L (Tablas 4.6 y
4.7).
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Tabla 4.7.- Rango de CMI, CMIs;, y CMIy, obtenidos mediante microdiluciéon. Punto de
corte de cada compuesto y porcentaje de aislados resistentes.

CMI mg/L
Compuesto

% aislados
Estreptomicina 0,5a4 1 4 > 107 0
Etambutol 0,5a8 4 4 >57 2.9
Isoniazida 0,125a4 2 4 =259 0
PAS 0,25a=32 4 8 =29 88,3
Rifampicina <0,06a2 0,125 0,25 >1° 0,9
Amikacina 0,125a 16 1 4 >32° 0
Kanamicina 0,5a16 2 8 =57 20,4
Neomicina 0,25a 16 4 8 >50¢ 47,6
Paromomicina 1a232 4 8 - —
Azitromicina 0,125a 8 0,5 1 >16°
Claritromicina* <0,06a0,5  <0,06 0,125 >162¢
Clofazimina <0,06 a1 < 0,06 0,125 2 0,5b 4.9
Linezolid 0,125a4 0,5 1 >32%° 0
Ciprofloxacino*™ <0,06 a 16 1 2 >2° 16,5
Enoxacino 12232 8 8 >2° 98,1
Enrofloxacino <0,06a2 0,125 0,125 >2° 1,9
Lomefloxacino 0,5a=232 2 8 >2° 81,6
Moxifloxacino ~ <0,06 a 1 <0,06 0,125 24' 0
Rifabutina <0,06 a1 < 0,06 0,125 >2° 0
Benzalconio 0,25a8 4 4 - —
Trifluoroperazina 0,25 a = 32 4 16 — -

2 CLSI (NCCLS, 2003); ° Heifets, 1996 ; ° Pérez et al., 1999 ;  Biehle & Cavalieri, 1992; ° Brown-Elliott et al. ,
2003; 'Gillespie & Billington, 1999; * Clase representativa de los nuevos macrélidos; ** Clase representativa de
las viejas fluoroquinolonas (entre las que incluimos, enoxacino, lomefloxacino y el enrofloxacino que es un
derivado del ciprofloxacino), pero no tan activo in vitro como las nuevas 8-metoxifluoroquinolonas.

A diferencia de lo que sucedid con la rifampicina, antibidtico para el
que un aislado presenté resistencia con CMI de 2 mg/L, todos ellos fueron
uniformemente sensibles a la rifabutina, con CMIsy de < 0,06 mg/L y CMlgy de
0,125 mg/L. Linezolid fue activo frente a todos los aislados, ya que fueron

inhibidos por concentraciones inferiores al punto de corte establecido para las
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micobacterias. El rango de CMI estuvo comprendido entre 0,125 mg/L y 4
mg/L, y las CMIsg y CMIgy fueron de 0,5 mg/L y 1 mg/L, respectivamente
(Tablas 4.6y 4.7).

Finalmente, resta comentar, el perfil de sensibilidad que presentaron
las cepas frente a las dos sustancias no antibiéticas estudiadas, benzalconio y
trifluoroperazina; aunque no disponemos de puntos de corte, mostraron
actividad in vitro frente a M. kansasii con CMIgy de 4 mg/L en el caso del
benzalconio y CMlg, de 16 mg/L en el de la trifluoroperazina (Tablas 4.6 y 4.7).

4.4 Resultados de la evaluacién del sistema Bactec® MGIT 960
para los estudios de sensibilidad.

Los resultados obtenidos en el estudio de la cepa control M. kansasii

CECT 3030 mediante el método de microdilucién, que se realizé en paralelo
con el ensayo del sistema Bactec® MGIT 960, coincidieron con los resultados
comentados en el punto anterior (isoniazida, CMI: 1 mg/L; rifampicina, CMI:
0,125 mg/L; etambutol, CMI: 2,5 mg/L; estreptomicina, CMI: = 32 mg/L). Estos
datos concuerdan con los resultados obtenidos con el sistema Bactec® MGIT
960 (estreptomicina, >10 mg/L; isoniazida, <5 mg/L; rifampicina, <1mgl/L;

etambutol, <5 mg/L) (Figura 4.5).

El estudio de sensibilidad mediante el método de microdilucion, tuvo
que repetirse en el caso de cinco aislados, puesto que se objetivé al realizar la
lectura, la existencia de contaminacion bacteriana. En general, podemos decir
que todos los farmacos mostraron una buena actividad in vitro frente a los 73
aislados clinicos estudiados, siendo todos ellos sensibles a la isoniazida y a la
estreptomicina, con una CMlg de 4 mg/L y 2 mg/L, respectivamente. Del
mismo modo, la CMIsp y CMlgy de la rifampicina fue de 0,125 y 0,25 mg/L,
respectivamente, con una proporcion de aislados resistentes del 1,4%. En el
caso del etambutol, la CMIso y CMIgo fue de 2 mg/L y 4 mg/L, respectivamente,

siendo el porcentaje de aislados resistentes del 4,1% (Tabla 4.8).

El estudio de sensibilidad mediante SIRE-MK se repitid en cinco
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aislados: en cuatro casos debido al sobrecrecimiento de los tubos, que habian
sido inoculados tras 3-5 dias de incubacion de la suspension micobacteriana, y
en un caso debido a la contaminacion bacteriana del tubo control del ensayo.
Con esta técnica, todos los aislados fueron sensibles a etambutol, rifampicina y

estreptomicina, y uno de ellos (1,4%) fue resistente a isoniazida (Figura 4.5).

Control SM INH RMP EMB

Control sM INH RMP EMB
S R S S R S S S
Cepa M. kansasii resistente a INH Mycobacterium kansasii CECT 3030

Figura 4.5.- A: Cepa resistente a la isoniazida. B: Resultado de la cepa control con el
sistema Bactec MGIT 960.

Tabla 4.8.- Resultados de los estudios de sensibilidad mediante microdilucion en medio liquido de
los aislados incluidos en el estudio comparativo con el Sistema Bactec MGIT 960.

Aislados
resistentes

CMI mg/L (% acumulado)

Punto de corte
(mg/L)?

0,06

Compuesto

<

Estreptomicina 53,4 91,7 100

Etambutol 5 4,1 50,7 959 100 o 4 3 41
Isoniazida 5 12,3 31,5 65,7 100 2 4 0 0
Rifampicina 1 47,9 83,5 94,5 98,6 100 0,125 0,25 1 1,4

a: CLSI (NCLS 2003)
El tiempo que tardd el Sistema Bactec® MGIT 960 en informar sus

resultados oscil6 entre 4,1 y 7,2 dias, siendo la mediana y la moda del intervalo
de 5,9 y 6,8 dias, respectivamente; por lo tanto, en todos los casos el tiempo
que tardo el estudio de sensibilidad en ser leido fue inferior al numero de dias

requerido en el caso del método de microdilucién.
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De los 292 ensayos realizados mediante el sistema automatizado
Bactec® MGIT 960, el porcentaje de concordancia con el meétodo de
microdilucion fue del 98,3%, variando entre un 95,9% para el etambutol y un

100% para estreptomicina (Tabla 4.9).

Tabla 4.9.- Resultados de sensibilidad y porcentaje de concordancia entre ambos métodos.

Interpretacién de los resultados

Porcentaje de

CMI  MGIT| CMI | MGIT| CMI  MGIT| concordancia
R s | s RJ R R

Antibiético CMI MGIT
S S
73

Estreptomicina 0 0 0 100
Etambutol 70 3 0 0 95,9
Isoniazida 72 0 1 0 98,6
Rifampicina 72 1 0 0 98,6

Al comparar los resultados obtenidos con Bactec® MGIT 960 y el
método de microdilucion, que consideramos como nuestro “gold standard”, se
encontraron cinco discrepancias que fueron categorizadas como cuatro
resultados falsamente sensibles y un resultado falsamente resistente. Los tres
resultados falsamente sensibles para el etambutol se detectaron en aislados
que habian mostrado por el método de microdilucion CMI's de 5 mg/L, que es
justo el punto de corte establecido para este microorganismo (NCCLS 2003), y
el de la rifampicina tenia una CMI de 2 mg/L, cercana al punto de corte
(1mg/L). El resultado falsamente resistente se obtuvo a partir de un aislado con
una CMI para la isoniazida de 2,5 mg/L. De modo que la sensibilidad del
sistema Bactec MGIT 960 para los ensayos de sensibilidad de M. kansasii a los

tuberculostaticos de primera linea varié entre el 98,1% y el 100% (Tabla 4.10).

Tabla 4.10.- Valores objetivos obtenidos.

Resultados
AT Valor predictivo T-AF
Antibidtico popsitivo Sensibilidad Falsos sensibles Falsos resistentes
0

Etambutol 94 .4 100 3

Isoniacida 100 98,1 0 1
Rifampicina 98,1 100 1 0
Estreptomicina 100 100 0 0
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4.5 Resultados del estudio del polimorfismo genético mediante
PFGE.

Los resultados obtenidos mediante anadlisis PFGE fueron
decepcionantes debido a la aparicidon casi constante de un importante
background, que dificultaba la adecuada visualizaciéon de las bandas, y a la
degradacion espontanea del DNA, que impedia la tipificacion de los aislados, a
pesar de: i) la adicion de thiourea a los tampones usados para la preparacion
de los bloques de agarosa-biomasa bacteriana y para la separacion
electroforética; ii) el especial cuidado en la preparacion y conservacion de los
bloques; asi como, por la inactividad de los enzimas de restriccion utilizados
sobre el DNA de algunos aislados (Figura 4.6).

8
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Vspl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Xbal 1 2 3 4 5 6 7
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111 ]
50 - ; . 50 . 4 &

Figura 4.6.- Vspl: En las carreras 3, 4 y 7 se observa degradacion de DNA. En la carrera 6
se observa fallo en la acciéon del enzima de restriccion; Xbal: En las carreras 2 a 8 se
observa degradacién del DNA.
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La tipabilidad del enzima de restriccion Xbal fue del 55,1%, ya que la
degradacion del DNA impidié la tipificaciéon de 40 (44,9%) de los 89 aislados
estudiados, a pesar de que el ensayo PFGE fue repetido en tres ocasiones con
bloques diferentes. El analisis de los perfiles de restriccion obtenidos con este
enzima demostré que los aislados con perfiles interpretables presentaban de

23 a 24 fragmentos de restriccion con tamafos moleculares relativos
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comprendidos entre 250 pb y menos de 50 pb; once de los cuales, comunes a
todos los aislados y con menos de 50 pb de tamafo molecular relativo, no

fueron tenidos en cuenta en el analisis del polimorfismo (Figura 4.7).

El analisis comparativo de los perfiles de restriccion obtenidos con
Xbal, atendiendo al numero y tamafio de los fragmentos con = 50 pb, demostré
la existencia de dos patrones de restriccion, a los que denominamos patrones
A y B, que se diferenciaban entre si por la presencia en el patrén B de un
fragmento de 62 pb (Figura 4.7).

Xobal 1 2 3 4 56 789 10112

; -
- . -

A ABA AA AAAAA

Figura 4.7.- Patrones obtenidos con el enzima Xbal.

La cepa control M. kansasii CECT 3030 mostré6 un perfil
correspondiente al patréon A. El patron A, caracterizado por la ausencia del
fragmento de 62 pb, incluia a 47 (95,9%) de los 49 aislados clinicos que
logramos tipificar; mientras que los dos aislados restantes (4,1%) presentaban

el perfil de restriccion propio del patron B.
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La tipabilidad del enzima de restriccién Vspl fue del 73%, ya que
permitié la tipificacion de 65 de los 89 aislados estudiados. Los perfiles de
restriccion obtenidos demostraron la existencia de 19 fragmentos con tamaros
relativos comprendidos entre 300 pb y menos de 50 pb, ocho de los cuales no
fueron incluidos en el analisis por tener un tamafo molecular relativo < 50 pb.
El estudio comparativo de los electroforegramas permitié constatar que todos
los aislados, incluida la cepa control M. kansasii CECT 3030, presentaban el

mismo patrén de restriccidn, patrén A (Figura 4.8).

Vspl 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112

[y

pb

350
300
250

200

150

100‘

50 1

A AAAAAAAAAA

Figura 4.8.- Vspl: Imagen que muestra el Gnico patrén obtenido.

De modo que segun los criterios de Tenover et al. (1995) todos los
aislados estudiados pertenecen al mismo clon. El poder discriminatorio de la
técnica PFGE con cada uno de los enzimas de restriccion empleados y cuando
se analizaron en conjunto segun el indice de Simpson es muy bajo y no
significativo si tenemos en cuenta que autores como Hunter & Gaston (1988)
consideran que para que una técnica tenga un poder de discriminacion

aceptable, éste debe alcanzar el 90%.
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4.6 Resultados del estudio del polimorfismo genético mediante
AFLP.

En algunos aislados las reacciones de amplificacion fallaron en
repetidas ocasiones, y por lo tanto fue imposible determinar su perfil AFLP. De
modo que la tipabilidad de los cebadores utilizados varié entre el 97,1% vy el
98,1 % (Tabla 4.11).

Tabla 4.11.- Fracasos de la amplificacién.

Aislados no amplificados Tipabilidad

Apa-A MK92-01, MK95-03 98,1%
Apa-C MK92-01, MK95-03, MK01-15 97,1%
Apa-T MK92-01, MK95-03, MK01-15 97,1%

En los restantes casos, los perfiles de restriccién obtenidos con cada
iniciador fueron polimérficos, y su andlisis permiti6 definir patrones de
restriccion y la agrupacion de los aislados atendiendo al grado de homologia

que tenian entre si (Figura 4.9).

La cepa M. kansasii CECT 3030, que fue utilizada como control en
todos los ensayos, y los aislados obtenidos de un mismo paciente, mostraron

siempre el mismo perfil de restriccion con cada uno de los cebadores utilizados.

Consideramos que la reproductibilidad de la técnica fue del 100%, ya
que se seleccionaron 32 cepas aleatoriamente y junto a la cepa control M.
kansasii CECT 3030 se repitieron los ensayos con cada uno de los cebadores,
mostrando en todos los casos el mismo numero de fragmentos y siendo

agrupadas por tanto dentro del mismo cluster.
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Figura 4.9.- Resultados del analisis mediante AFLP:
ejemplo de los patrones de restriccion obtenidos con los
iniciadores Apa-A, Apa-C y Apa-T.

4.6.1 Resultados obtenidos con el primer Apa-A.

Con este iniciador se obtuvieron de cuatro a ocho fragmentos de
restriccién con tamafos comprendidos entre 275 pb y 750 pb. El anélisis de los
electroforegramas obtenidos permitié definir cuatro patrones (A1 a A4), de los
cuales los mas prevalentes fueron los patrones A1y A2 con 79 y 20 aislados,
respectivamente. La cepa control M. kansasii CECT 3030, mostré un perfil de

restriccién que permitié su inclusién en el patron A2 (Figura 4.10; Tabla 4.12).
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Apa-A 1 2 3 4 5 6 7 8

pb
1000-

100 - S
100-

Al A1 A1 A2 A1 A1 A3 A2 A1 A2 A4 A1
Figura 4.10.- Perfiles de restricciéon obtenidos con el primer Apa-A.

Tabla 4.12.- Patrones obtenidos con el iniciador Apa-A.

Fragmentos

Tamaiio (pb)

750

n | 650 | 560 | 530 | 425 400 [ 375 ] 350 275 | N° | % |
7 1 1 I 1 1 1 1 7 767
A2 8 i i | i | | | | 20 19,4
A3 s 1 1 i1 1 1 1 1 1 1 o9
A4 4 i i | | 1 0,9

| : presencia de banda

La aplicacion del coeficiente de Dice demostro que el grado de
similitud entre los aislados incluidos en los diferentes patrones de restriccidon
variaba entre el 66,7% y 93,3% (vg A4 frente A2 y A3; A1 frente a A2 y A3)
(Tabla 4.13) y permitid la obtencion de los dendogramas de homologia

representados en las Figuras 4.11y 4.12.
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A1

A3

A2

A4

Tabla 4.13.- Matriz de similitud de los patrones de restriccién
obtenidos con el primer Apa-A.

A1

A2 0,933

A3 0,933
0,727

A4

Patrén

0,875

0,667 | 0,667

Rescaled Distance Clustar Combine

] 10 15 20 25

Figura 4.11.- Dendograma de homologia resumido obtenido con el primer Apa-A.
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Rescaled Distance Cluster Combine

Patron Aislados

A1

A3
A2

A4

MKO00-06, MK00-07, MKO00-10
MKO00-11, MK01-06, MK01-07
MKO01-11, MKO01-12, MKO01-14
MK02-01, MK99-04, MK02-04
MKO00-02, MK00-03, MK00-04
MK00-05, MK00-08, MK00-09
MKO00-12, MK00-13, MKO01-01
MKO01-02, MK01-03, MK01-04
MKO01-05, MK01-09, MKO01-10
MKO01-19, MK02-03, MK02-05
MK02-06, MK02-07, MK02-08
MK02-09, MK03-01, MK03-02
MKO03-03, MK03-04, MK92-03
MK92-05, MK92-07, MK92-09
MK92-10, MK92-11, MK93-02
MK93-03, MK93-04, MK93-07
MK93-08, MK93-10, MK93-11
MK93-12, MK93-13, MK93-15
MK95-01, MK95-04, MK95-06
MK96-01, MK98-01, MK01-13
MK99-05, MK99-06, MK99-03
MK99-09, MK99-10, MK99-14
MK99-17, MK99-19, MK02-02
MKO01-17, MK92-06, MK93-16
MKO00-01, MKO01-21, MK93-01
MK93-05, MK93-18, MK95-05
MKO01-15

MK93-17

MKO01-16, MK92-04, MK99-08
MK99-11, MK99-12, MK99-13
MKO01-18, MK92-02, MK92-08
MK93-14, MK95-02, MK99-16
MK93-09, MK99-15, MK99-18
MK99-07, MK93-06, MK99-01
MK99-02, MK01-20

MKO01-08

Figura 4.12.- Dendograma de homologia obtenido con el primer Apa-A.
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4.6.2 Resultados obtenidos con el primer Apa-C.

Este iniciador permitio la deteccion de seis fragmentos con tamanos
relativos comprendidos entre 650 pb y 270 pb (Figura 4.13; Tabla 4.14).

Apa-C 1 2 3 4 5

100-

Cl C1 C2 C € ¢l ¢1 C1 C3

Figura 4.13.- Perfiles de restriccion obtenidos con el primer Apa-C.

El analisis de los perfiles de restriccion obtenidos demostré que
cuatro fragmentos, cuyos tamafos eran de 650 pb, 525 pb, 370 pb y 270 pb,
estaban presentes en todos los aislados y que las diferencias entre éstos,
vinieron determinadas por la presencia o ausencia de los fragmentos de 450 pb
y 400 pb; lo cual permitié definir tres patrones de restriccién: C1, carente de
ambos fragmentos; C2, caracterizado por la presencia del de 450 pb; C3,
definido por la presencia del fragmento de 400 pb. El patrén C1 fue el mas
prevalente, y en él se incluyeron el 94,2% de los aislados y la cepa control M.
kansasii CECT 3030. En el patrén C2 se incluyeron dos cepas (1,9%) y el
patron C3 estuvo representado por una sola cepa (0,9%) (Tabla 4.14). El indice
de similitud entre los aislados varié entre el 80% y el 88,9% (Tabla 4.15;
Figuras 4.14 y 4.15).
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Tabla 4.14.- Patrones obtenidos con el iniciador Apa-C.

Tamaiio (pb)

| : presencia de banda

Tabla 4.15.- Matriz de similitud de los patrones de
restriccion obtenidos con el primer Apa-C.

C1
(o728 0,889

(X3 0,889 0,800

Rescaled Distance Cluster Combine

C1

cs W

Figura 4.14.- Dendograma de homologia resumido obtenido con el primer Apa-C.
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Rescaled Distance Cluster Combine
Patron Aislados 0 5 10 15 20 25
e fomm - fomm - e e +

C1

C2
C3

MKO00-06, MK00-07, MK00-10
MKO00-11, MKO01-06, MKO01-07
MKO01-08, MK01-11, MK01-14
MKO02-01, MK99-02, MK92-02
MK00-02, MK00-03, MK00-04
MKO00-05, MK00-08, MK00-09
MKO00-12, MK00-13, MK01-01
MKO01-02, MKO01-03, MKO01-04
MKO01-05, MK01-09, MK01-10
MKO01-19, MK01-20, MK02-05
MK02-06, MK02-07, MK02-08
MKO02-09, MK03-01, MK03-02
MKO03-03, MK03-04, MK92-03
MK92-05, MK92-07, MK92-09
MK92-10, MK92-11, MK93-02
MK93-03, MK93-04, MK93-07
MK93-08, MK93-10, MK93-11
MK93-12, MK93-13, MK93-15
MK95-01, MK95-04, MK95-06
MK96-01, MK98-01, MK99-04
MK99-05, MK99-06, MK99-07
MK99-09, MK99-10, MK99-14
MK99-17, MK99-19, MK99-01
MKO01-17, MK92-06, MK93-16
MKO00-01, MK01-21, MK93-01
MK93-05, MK93-18, MK95-05
MKO01-16, MK92-04, MK99-08
MK99-11, MK99-12, MK99-13
MK92-08, MK93-14, MK95-02
MK99-16, MK99-18, MK01-18
MK93-09, MK99-15, MK93-06
MK99-03, MK93-17, MKO01-12
MKO01-13

MK02-03, MK02-04

MK02-02

Figura 4.15.- Dendograma de homologia obtenido con el primer Apa-C.
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4.6.3 Resultados obtenidos con el primer Apa-T.

La tipabilidad de la técnica con este primer fue del 97,1%, y permitio la
deteccion de ocho fragmentos de restriccibn con tamafos relativos

comprendidos entre 730 pb y 230 pb (Figura 4.16).

Apa-T 9 10 Apa-T

pb pb

1000 -

500 -

100-

™M T™ T2 T2 T4 T2 T2 T2 T2 T TGI T2 T3 T2 T2 T5

Figura 4.16.- Perfiles de restriccion obtenidos con el primer Apa-T.

El andlisis de los perfiles obtenidos demostré que los aislados
presentaban de tres a cinco fragmentos, tres de los cuales con tamafios de 600
pb, 400 pb y 350 pb eran comunes a todos ellos, y permitié definir seis
patrones de restriccion (T1 a T6) (Figura 4.16; Tabla 4.16).

Tabla 4.16.- Patrones obtenidos con el iniciador Apa-T.

T1

Tamaiio (pb)

T oo s o oo | |
I 1 1 1 1

5 19 184
T2 4 1 1 1 1 64 62,1
T3 4 1 1 1 1 5 4,8
T4 3 i 1 1 9 8,7
T5 5 1 1 1 1 1 2 1,9
T6 5 1 1 1 1 1 1 0,9
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Los clusters mas frecuentes eran T2 y T1 que englobaban al 62,1% y
al 18,4% de los aislados, respectivamente (tabla 4-16). La cepa control M.
kansasii CECT 3030, mostré un perfil correspondiente al patrén T2 y los
aislados procedentes de un mismo paciente mostraron siempre el mismo
patron de restriccion. El indice de Dice demostré que la similitud entre los
aislados variaba entre el 66,7% y el 88,9% (Tabla 4.17), y permitié la obtencion

del dendograma de homologia correspondiente (Figuras 4.17 y 4.18).

Tabla 4.17.- Matriz de similitud de los patrones de
restriccion obtenidos con el primer Apa-T.

I 0,889 0,750
I 0,750 0,857 0,857

I 0,800 0,889 0,667 0,750

0889 0,667 0,750 0,800

Rescaled Distance Cluster Combine
Patrén u] -] 10 16 20 a5

T R —_——— —t —_———— —_—
i .
|3 - I"

™

T4 . B 1

T6 .
T2 .
T5 i =

Figura 4.17.- Dendograma de homologia resumido obtenido con el primer Apa-T.

- 106 -



Patron

T3

T1

T2

T6
T5
T4

Tesis doctoral. M? del Remedio Guna Serrano

Resultados

Rescaled Distance Cluster Combine

Aislados

MKO01-17, MK92-06, MK93-16
MK93-09, MK99-15

MKO01-16, MK92-04, MK99-08
MK99-11, MK99-12, MK99-13
MKO02-01, MK99-04, MK99-07
MKO00-06, MK00-07, MK00-10
MKO00-11, MK01-06, MK01-07
MKO01-11, MK01-12, MK01-14
MK99-07, MK01-13

MK00-02, MK00-03, MK00-04
MKO00-05, MK00-08, MK00-09
MKO00-12, MK00-13, MK01-01
MKO01-02, MK01-03, MK01-04
MKO01-05, MK01-09, MK01-10
MKO01-19, MK01-20, MK02-05
MK02-06, MK02-07, MK02-08
MK02-09, MK03-01, MK03-02
MKO03-03, MK03-04, MK92-03
MK92-05, MK92-07, MK92-09
MK92-10, MK92-11, MK93-02
MK93-03, MK93-04, MK93-07
MK93-08, MK93-10, MK93-11
MK93-12, MK93-13, MK93-15
MK95-01, MK95-04, MK95-06
MK96-01, MK98-01, MK99-03
MK99-05, MK99-06, MK93-01
MK99-09, MK99-10, MK99-14
MK99-17, MK99-19, MK99-18
MKO01-18, MK92-02, MK92-08
MK93-14, MK95-02, MK99-16
MK93-17

MK02-02

MK02-03, MK02-04

MKO00-01, MK01-21, MK99-02
MK93-05, MK93-18, MK95-05
MKO01-08, MK93-06, MK99-01

.

|

Figura 4.18.- Dendograma de homologia obtenido con el primer Apa-T.
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4.6.4 Resultados del analisis global.

El analisis conjunto de los resultados obtenidos con los 100 aislados

que habian sido tipados con los tres primers, demostro la existencia de 12

grupos (clusters) que fueron denominados mediante una secuencia numérica

representativa de los patrones de restriccion que habian generado con cada

primer (vgr. el cluster 1.1.1, incluye a los aislados con patrones A1, C1y T1)

segun los criterios propuestos por Gaafar et al. (2003) (Tablas 4-18 y 4-19). La

cepa control M. kansasii CECT 3030 quedod incluida en el cluster 2.1.2. La

homologia intra-clusters fue en todos los casos del 100%, y la similitud inter-
clusters vario entre el 78,6% y el 97,0% (Tabla 4.18; Figura 4.19).

Tabla 4.18.- Matriz de similitud global obtenida con los ensayos AFLP.

o
[(e]
w
o]

o
©
o
w

o
©
w
o

0,815
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0,933

0,966

0,938

0,938

0,938

0,968

0,903

0,933

0,968

0,846

0,966

0,875

0,875

0,938

0,903

0,968

0,933

0,903

0,846

0,903

0,903

0,903

0,933

0,933

0,966

0,933

0,880

0,882

0,882

0,909

0,848

0,875

0,909

0,786

0,882

0,909

0,848

0,875

0,909

0,786

0,970

0,970

0,938

0,909

0,786

0,938

0,968 0,968

0,938 0,875 0,903

0,815 0,815 0,846 0,815
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Rescaled Distance Cluster Combine
0 5 10 15 20 25
Patrén Aislados e o o o o +
2.1.1 MKO01-16, MK92-04, MK99-08 —

213
1141

113
21.2

21.4
11.4

3.1.2
1.2.5
1.3.6
414

MK99-11, MK99-12, MK99-13
MK99-07

MK93-09, MK99-15

MK00-06, MK00-07, MK00-10
MKO00-11, MK01-06, MK01-07
MKO01-11, MK01-12, MK01-13
MKO01-14, MK02-01, MK99-04
MKO01-17, MK92-06, MK93-16
MKO01-18, MK01-20, MK92-02
MK92-08, MK93-14, MK95-02
MK99-16, MK99-18

MK93-06, MK99-01, MK99-02
MKO00-01, MK01-21, MK93-05
MK93-18, MK95-05

MK00-02, MK00-03, MK00-04
MKO00-05, MK00-08, MK00-09
MKO00-12, MK00-13, MK01-01
MKO01-02, MK01-03, MK01-04
MKO01-05, MK01-09, MK01-10
MKO01-19, MK02-05, MK02-06
MK02-07, MK02-08, MK02-09
MKO03-01, MK03-02, MK03-03
MKO03-04, MK92-03, MK92-05
MK92-07, MK92-09, MK92-10
MK92-11, MK93-01, MK93-02
MK93-03, MK93-04, MK93-07
MK93-08, MK93-10, MK93-11
MK93-12, MK93-13, MK93-15
MK95-01, MK95-04, MK95-06
MK96-01, MK98-01, MK99-03
MK99-05, MK99-06, MK99-09
MK99-10, MK99-14, MK99-17
MK99-19

MK93-17

MK02-03, MK02-04

MK02-02

MKO01-08

Figura 4.19.- Dendograma de homologia obtenido tras el analisis global.
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El cluster que incluyd un mayor numero de aislados fue el
correspondiente al perfil 1.1.2, que englob6é el 55 % de los mismos. Le
siguieron en frecuencia, aunque con gran diferencia en cuanto al numero de

cepas, los perfiles 1.1.1, 2.1.2 y 2.1.1 que englobaron el 12,0%, 8,0% y 7,0%

de las cepas que pudieron ser tipificadas, respectivamente (Tabla 4.19).

Tabla 4.19.- Clusters AFLP obtenidos mediante el analisis global.

. Patrones . N° de casos

A1

A1

A1

A1

A1

A1

A2

A2

A2

A2

A3

A4

-110 -

C1

C1

C1

C1

C2

C3

C1

C1

C1

C1

C1

C1

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T1

T2

T3

T4

T2

T4

MK99-04
MKO00-11
MKO01-12
MK92-03
MK92-10
MK93-03
MK93-10
MK93-15
MK96-01
MK99-06
MK99-17
MKO00-04
MKO00-12
MKO01-03
MKO01-10
MKO02-07
MKO03-02

MK92-06

MK93-05
MKO00-01

MK02-03

MK02-02

MK92-04
MK99-12

MK92-02

MK99-16,

MK93-09

MK93-06,

MK93-17

MKO01-08

MKO00-06
MKO01-06
MKO01-13
MK92-05
MK92-11

MK93-04
MK93-11

MK95-01

MK98-01

MK99-09
MK99-19
MKO00-05
MKO00-13
MKO01-04
MKO01-19
MKO02-08
MKO03-03

MK93-16

MK93-18
MKO01-21

MKO02-04

MK99-07
MK99-13

MK92-08
MK99-18

MK99-15

MK99-01

MKO00-07

MKO01-07

MKO01-14
MK92-07
MK93-01
MK93-07
MK93-12
MK95-04
MK99-03
MK99-10
MKO00-02
MKO00-08
MKO01-01
MKO01-05
MKO02-05
MKO02-09
MKO03-04

MKO01-17

MK95-05

MK99-08
MKO01-16

MK93-14
MKO01-18

MK99-02

MKO00-10

MKO01-11

MK02-01
MK92-09
MK93-02
MK93-08
MK93-13
MK95-06
MK99-05
MK99-14
MKO00-03
MKO00-09
MKO01-02
MKO01-09
MK02-06
MK03-01

MK99-11

MK95-02
MKO01-20

12,0

55,0

3,0

5,0

2,0

1,0

7,0

2,0
3,0
1,0

1,0
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La distribucion temporal de los clusters permiti6 constatar que los
aislados incluidos en el mas prevalente, el cluster 1.1.2, se distribuian a lo largo
del periodo de estudio con dos picos de mayor incidencia, correspondientes al
afo 1993 y al trienio 1999-2001, y que en el afio 1993 fue en el que se obtuvo
un mayor numero de clusters (10/12). Hubo tres clusters, 1.2.5, 1.3.6 y 3.1.2,
que aparecieron de modo puntual en afos correspondientes al principio del
periodo de estudio y el patrén 4.1.4 se dio de forma aislada en el afio 2001
(Figura 4.20).

2003 |

2002 [T o1.1.1
2001 | 5 g R A e m1.1.2
2000 7 N ST L
r_ g
1998
- O01.3.6
1997
99 i o214
1996 m21.2
1995 LI- 0243
1994 [T] Oo21.4
1993 | TA I 1T @312
0 5 10 15 20 25

Figura 4.20.- Distribucién temporal de los clusters obtenidos con AFLP.

La distribucion geografica de los diferentes clusters mostré que el
mas prevalente, el cluster 1.1.2, fue hallado en todos los Departamentos de
Salud excepto en los Departamentos 10 y 14, y que el cluster 1.1.1 s6lo fue
detectado en los Departamentos 5, 9, 10 y 12. El analisis comparativo de los
clusters observados en los Departamentos de Salud que aportaron un mayor
numero de aislados, los Departamentos 5y 9, indicd su desigual distribucién ya

que si bien los mas prevalentes, los clusters 1.1.2 y 1.1.1, fueron detectados en
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ambos, algunos de ellos parecen ser exclusivos de area (Tabla 4.20; Figura

4.21).

Tabla 4.20.- Distribucion geografica de los diferentes perfiles AFLP.

Cluster

.
Area*
Tota
1 1 1 3

7 42 2 4 2 6 5 3 71
1 1
3 10 1 3 2 1 20
1
1 1
1

04: Departamento de Salud 4, Hospital de Sagunto; 05: Departamento de Salud 5, Hospital Clinico; 08:
Departamento de Salud 8, Hospital de Requena; 09: Departamento de Salud 9, Hospital General; 10:
Departamento de Salud 10, Hospital Dr. Peset; 12: Departamento de Salud 12, Hospital S. Francisco de Borja de

Gandia; 14: Departamento de Salud 14, Hospital Lluis Alcanyis de Xativa.
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Figura 4.21.- Frecuencia relativa de los clusters detectados en el Departamento
de Salud 5 (HCUV).
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El analisis de los patrones en relacién con el estado serologico de los
pacientes frente a VIH determiné la ausencia de asociaciones significativas (p >
0,05) entre ambos parametros, aunque algunos de ellos fueron detectados de

modo exclusivo tanto en la poblacién VIH positiva, como negativa (Tabla 4.21).

Tabla 4.21.- Distribucion de perfiles AFLP segun estado serolégico de los pacientes.

Estado
serolégico
Total
No consta 11 40 2 3 2 1 5 1 2 1 1 69
VIH 1 11 1 1 2 7 2 1 26
No VIH 4 1 5

4.6.5 Poder discriminatorio del ensayo AFLP.

El indice de Simpson obtenido con los enzimas de restriccion
utilizados varié entre el 0,059 de Apa-C y el 0,549 de Apa-T, y el poder
discriminatorio global fue del 0,673 (Tabla 4.22).

Tabla 4.22.- Poder discriminatorio del ensayo mediante AFLP.

Pri Numero de % de cepas del indice de
rimer p . o p
tipos tipo mayoritario Simpson
4

Apa-A 76,7 0,352
Apa-C 3 94,2 0,059
Apa-T 6 62,1 0,549

Se observé que al analizar en su conjunto los tres enzimas de
restriccion, se mejoraba el poder discriminatorio de la técnica, definiéndose un
mayor numero de clusters, aun a pesar de que éste se encuentra por debajo de

lo que seria considerado recomendable por Hunter & Gaston (1988).
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5.1 Sobre la identificacion convencional y la diversidad
fenotipica.

Los aislados estudiados se caracterizaron por su gran homogeneidad
fenotipica, ya que solo tres de ellos (2,9%) carecian de actividad hidrolitica del
Tween, hecho descrito por otros autores (Calatayud et al., 2004; Jiménez-
Pajares et al., 2005). Atendiendo a la variabilidad de las caracteristicas
fenotipicas de sus aislados, diversos autores han descrito en M. kansasii la
existencia de diferentes biotipos (Tortoli et al., 1994b; Calatayud et al., 2004;
Jiménez-Pajares et al., 2005). Estos estudios demuestran que este organismo
no es una especie homogénea, aunque discrepan entre si en el numero de
biotipos, es decir, en el grado de variabilidad fenotipica; ya que mientras Tortoli
et al. (1994b) describen tan solo tres biotipos, Calatayud et al. (2004) y
Jiménez-Pajares et al. (2005) refieren la existencia de ocho y 17 variedades,

respectivamente.

A pesar de la escasa variabilidad detectada, los aislados fueron
incluidos en los principales biotipos descritos por el grupo GEMKA (Calatayud
et al., 2004), los biotipos 1y 2, de los cuales el mas prevalente fue el biotipo 1
(97,1%), el mas frecuente (83,9%) en el estudio de Calatayud et al. (2004). La
homogeneidad fenotipica observada discrepa de los resultados publicados por
Calatayud et al. (2004) y Jiménez-Pajares et al. (2005), pero coincide con la
sefalada por Tortoli et al. (1994b), quienes en un estudio sobre 69 aislados de
diferentes ciudades italianas refieren tan solo la existencia de dos aislados
atipicos, uno carente de actividad nitratasa y otro niacina positiva; caracteristica
esta ultima inusual en esta especie, pero descrita por otros autores (Nachamkin
et al., 1992; Calatayud et al., 2004; Jiménez-Pajares et al., 2005).

Los resultados obtenidos en el estudio de actividades enzimaticas
mediante el sistema api®ZYM, de forma similar a lo descrito por Tortoli et al
(1994Db), permitieron la diferenciacion de dos grupos en funcion de la actividad
a-fucosidasa, de modo que los aislados pertenecientes a pacientes VIH
positivos fueron incluidos mayoritariamente en el biotipo 2, caracterizado por

carecer de dicha actividad, tal como refieren Tortoli et al (1994b).
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5.2 Sobre la identificacion molecular y la diversidad genética.

La evidencia de la heterogeneidad genética de M. kansasii se hizo
patente en 1994, al comprobarse tras la comercializacion de la sonda
AccuProbe® que un determinado numero de cepas identificadas como
pertenecientes a esta especie atendiendo a sus caracteristicas fenotipicas,
eran no hibridantes (Tortoli et al., 1994a). Tras ello, la sonda fue modificada y
Tortoli et al. (1996) demuestran que la nueva version es capaz de identificar
las cepas no hibridantes de la versidén antigua. No obstante, diferentes estudios
han constatado que la nueva sonda AccuProbe® no permite la identificacion de
todos los aislados identificados por otros métodos moleculares (Richter et al.,
1999; Tortoli et al., 2001).

En nuestro caso, todos los aislados clinicos, incluidos inicialmente en
el estudio, y la cepa control M. kansasii CECT 3030 hibridaron con la sonda de
DNA especifica AccuProbe®. El tnico aislado no hibridante correspondia a una
cepa introducida a posteriori en el estudio, procedente de Andalucia, e
identificada por un centro de referencia mediante secuenciacion del gen 16S
rRNA como M. kansasii genotipo VI. Este resultado concuerda con los
aportados en el trabajo de Richter et al. (1999), donde se sefala que las cepas
identificadas mediante PRA y secuenciacion de la region espaciadora 16S-23S
del rRNA como M. kansasii subespecie VI son las unicas que no son
detectadas por la nueva versién de la sonda AccuProbe®; este hecho, junto con
la evidencia segun estos autores de que las cepas de M. gastri, a pesar de su
cercania genética dan un resultado negativo, avalan la utilidad de la sonda
AccuProbe® como herramienta adecuada para la identificacion de la mayor

parte de aislados de esta especie que causan enfermedad en el hombre.

Se han desarrollado diversos procedimientos comerciales para la
identificacion molecular de M. kansasii, algunos de los cuales permiten a su vez
la identificacidn gendmica, como son las técnicas de hibridacion inversa. Tortoli
et al. (2001), en una evaluacién de la técnica de hibridacion inversa INNO-
LiPA®, en la que utilizan cepas hibridantes y no hibridantes con la sonda

AccuProbe®, demuestran que las cepas que hibridan con ambas versiones de
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la sonda son identificadas por LiPA como pertenecientes al grupo | (M. kansasii
genotipo 1), mientras que las cepas que hibridan solo con la segunda version de
la sonda son identificadas como grupo Il (M. kansasii genotipo Il) y las cepas
no hibridantes como grupo lll, en el que estan incluidos M. kansasii genotipo |l

aVy M. gastri.

La totalidad de cepas incluidas en nuestro estudio, fueron
adecuadamente identificadas mediante el sistema comercial INNO-LiPA®
Mycobacteria V2 como pertenecientes al genotipo |, excepto la cepa control M.
kansasii genotipo VI que hibridd con la sonda correspondiente al grupo Ill de
INNO-LIPA®; no se realizo la PCR-RFLP del gen hsp65, puesto que diversos
autores han constatado una buena correlacion entre los resultados obtenidos
con esta técnica comercial y el PRA para la identificacion de M. kansasii
genotipo | (Miller et al., 2000; Suffys et al., 2001). Aunque, Suffys et al. (2001)
refieren un caso en el que un aislado identificado mediante LiPA como genotipo

[, fue por PCR-RFLP incluido en el genotipo .

La prevalencia del genotipo | detectada en este estudio, es idéntica a
la observada por Alcaide et al. (1997), quienes describen que las 51 cepas
procedentes de Barcelona, pertenecen a dicho subtipo, y similar a lo
comunicado por Gaafar et al. (2003) y Santin et al. (2004) quienes refieren que
el 99,2% y el 97,8% de los aislados procedentes de Bilbao y de un éarea
geografica de Catalufia pertenecen a dicho genotipo. Ademas, en Espafia,
estudios posteriores como los de Jiménez-Pajares et al. (2005) y Alcaide et al.
(2006) demuestran inequivocamente que el genotipo | es el mas
frecuentemente aislado a partir de muestras clinicas, con prevalencias que

varian entre el 86,6% y el 92,5 %, respectivamente.

En Estados Unidos, en un estudio realizado por Zhang et al. (2004a)
sobre 81 aislados procedentes de pacientes de diferentes estados, se observd
de forma similar a lo que describimos en Espafa, que el genotipo mas
prevalente era el genotipo |, al que pertenecian el 96,3% de las cepas, y que
los genotipos I y Il representaban tan solo el 1,2% y el 2,5%,

respectivamente. Sin embargo, en estudios realizados en otros paises

-118 -



Tesis doctoral. M? del Remedio Guna Serrano Discusion

europeos, a pesar de que el genotipo | sigue siendo el mas prevalente, existe
mayor diversidad en cuanto a los genotipos identificados. Asi, Taillard et al.
(2003) en un estudio realizado en Suiza, mediante el analisis de los fragmentos
de restriccion del gen hsp65 detectan seis genotipos (I a IV, VI y VII), en 191
cepas obtenidas en seis laboratorios durante un periodo de siete afios (1991-
1997), y refieren que los genotipos mas prevalentes son los tipos |, Il y Il que
incluyen el 67%, 21% y 8% de las cepas, respectivamente. Ademas, senalan
que la mayoria de los aislados identificados como genotipo Il habian sido
obtenidos de pacientes inmunodeprimidos, bien por tratamiento crénico con
corticosteroides, bien por coinfeccion por VIH. Tal asociacion, no es posible
hacerla en nuestro caso, puesto que independientemente del estado de

inmunosupresién de los pacientes, todas las cepas pertenecen al genotipo I.

5.3 Sobre la sensibilidad a los antibiéticos.

La elevada actividad de los farmacos considerados como
antituberculosos de primera linea (isoniazida, rifampicina y etambutol) en el
tratamiento de las infecciones causadas por M. kansasii encontrado en este
estudio, es discordante con los patrones de sensibilidad descritos previamente
por otros autores. Estas diferencias podrian estar relacionadas con: i) el
método empleado en el estudio de sensibilidad; ii) la prevalencia de
determinados patrones de sensibilidad en areas geograficas concretas; iii) los
puntos de corte considerados en la valoracion de la sensibilidad de los aislados

objeto de estudio.

El porcentaje de aislados resistentes a la isoniazida descrito por
Wallace et al. (1986) en EEUU (77.8%), y Garrds et al. (2001) en Bilbao (10%),
mediante microdilucion y el método de las proporciones respectivamente,
tomando como punto de corte una concentraciéon de 1 mg/L, discrepa de los
resultados obtenidos en el presente estudio (0%) siguiendo para la
interpretacion los criterios recomendados por CLSI (5 mg/L) (NCCLS, 2003).
Sin embargo, si consideramos el mismo criterio que los autores previamente

citados, obtendriamos un porcentaje de aislados resistentes a la isoniazida del
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65%, mas parecido al descrito por Wallace et al. (1986), pero discordante con
el informado por Garros et al. (2001). Por otro lado, nuestros resultados
contrastan también con los datos publicados por Da Silva Telles et al. (2005),
quienes mediante microdilucién y utilizando el mismo punto de corte que en
este estudio, describen en Brasil resistencias del 8,3%, y con los de Alcaide et
al. (2004) que refieren resistencias de alto nivel (>10 mg/L) en el 4,1% de sus

aislados.

Los porcentajes de aislados resistentes a la rifampicina (0,9%) y al
etambutol (2,9%) obtenidos en nuestro estudio, son mas bajos que los
informados en EEUU por Wallace et al. (1986) y en Brasil por Da Silva Telles et
al. (2005), quienes citan resistencias del 37% y 25,9%, y del 12,5% y 93,8%,
respectivamente, usando los mismos criterios. Sin embargo, nuestros indices
de resistencia a estos dos antituberculosos son mas parecidos a los publicados
en Espana por Garros et al. (2001) y Alcaide et al. (2004) quienes informan
resistencias a rifampicina y etambutol del 3,3% y 6,6%, y del 3,4% y 0%,
respectivamente. Ademas, nuestros datos coinciden practicamente con los
comunicados por Shitrit et al. (2006) en Israel quienes citan resistencias del 0%
y 2%, respectivamente. De modo que, el bajo grado de resistencia al etambutol
y a la rifampicina que hemos encontrado entre los aislados del area de
influencia del HCUV, apoya el uso de estos farmacos en el tratamiento inicial

de las infecciones por M. kansasii.

La actividad in vitro de la rifabutina con un 100% de aislados
sensibles, es idéntica a la comunicada por Zwolska-Kwiek et al. (1993) y
superior a la informada por Da Silva Telles et al. (2005), quienes refieren
resistencias del 7,7% en aislados entre los que la proporcion de resistentes a
rifampicina era del 12,5%. El aislado rifampicin-resistente detectado en nuestra
serie fue inhibido por la rifabutina a una concentracién de 1 mg/L, cercana al

punto de corte recomendado para este antibidtico.

El tratamiento habitual de la infeccion pulmonar por M. kansasii en
pacientes que no toman inhibidores de las proteasas, segun las

recomendaciones de la American Thoracic Society incluye tres farmacos:
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isoniazida, rifampicina y etambutol, ya que los aislados obtenidos de pacientes
que no han recibido tratamiento especifico son inhibidos por éstos y otros
farmacos a concentraciones séricas facilmente alcanzables con las dosis
terapéuticas habituales (Wallace et al., 1997). A pesar de ello, debido a la
resistencia in vitro de M. kansasii a la isoniazida descrita por algunos autores
(Wallace et al., 1986), la inclusion de este farmaco en el régimen terapéutico es
controvertida, por lo que se ha propuesto su exclusion (Rooney et al., 1996).
Sin embargo, la buena actividad de la isoniazida frente a M. kansasii detectada
en este estudio, la baja frecuencia de recaidas después del tratamiento con
isoniazida, rifampicina y etambutol si se compara con el régimen que incluye
s6lo rifampicina y etambutol (Evans et al., 1996b; British Thoracic Society,
Research Comité., 1994), el efecto sinérgico de la isoniazida y la experiencia
clinica (Evans et al., 1996b), apoyan el uso empirico de la triple asociacién

hasta que los resultados del estudio de sensibilidad estén disponibles.

Los macrdlidos, claritromicina y azitromicina, han mostrado una
buena actividad in vitro. Los valores de CMI obtenidos con claritromicina (CMlIsg
< 0,06 mg/L; CMIlgy 0,125 mg/L) son similares a los descritos por otros autores
quienes informan en sus ensayos CMIso y CMlg de < 0,125 y 0,25 mg/L, y de
0,25y 0,5 mg/L, respectivamente (Biehle & Cavalieri, 1992; Brown et al., 1992;
Witzig & Franzblau, 1993; Alcaide et al., 2004). Sin embargo, difieren de los
valores publicados por Yew et al. (1994) quienes refieren una CMIgy de 1 mg/L,
a pesar de que dicho valor también debe ser considerado dentro del rango de
sensibilidad al farmaco. Por otro lado, la actividad de azitromicina (CMlsy= 0,5
mg/L; CMlg= 1,0 mg/L), contrasta con los datos aportados por Witzig &
Franzblau (1993) quienes comunican una CMIsg y una CMIgy de 8 mg/L, mucho
mas elevadas que las que nosotros detectamos, y fronterizas con el punto de
corte (= 16 mg/L) empleado (NCCLS, 2003).

De nuestro estudio se desprende que la actividad in vitro de las
quinolonas frente a M. kansasii guarda relacién con el grupo al que pertenecen,
siendo mas activas las de 42 generaciéon (moxifloxacino) que las de 32

generacion (ciprofloxacino, enrofloxacino), y estas mas activas que las de 22
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generacion (enoxacino, lomefloxacino). Esta observaciéon es similar a lo
demostrado por Sulochana et al. (2005) en M. tuberculosis quienes clasifican a
las quinolonas ensayadas en el siguiente orden creciente de actividad:
lomefloxacino < ciprofloxacino < ofloxacino < esparfloxacino < gatifloxaciono =
moxifloxacino. Evidentemente, la elevada proporciéon de aislados resistentes a
las quinolonas de segunda generacion ensayadas, desaconseja su utilizacion
en el tratamiento empirico de las infecciones producidas por M. kansasii. La
frecuencia de aislados resistentes a ciprofloxacino (16,5%) detectada en este
estudio contrasta con la ausencia de resistencias descrita por Salfinger et al.
(1988) en Suiza y Gillespie & Billington (1989) en Inglaterra, que podria guardar
relacion con el escaso numero de cepas incluidas en ambos estudios, y
discrepa con el elevado porcentaje de resistencias (66,3%), descrito por Da
Silva Telles et al. (2005) en Brasil.

Los resultados obtenidos con moxifloxacino (CMlsp= < 0,06 mg/L;
CMilgo= 0,125 mg/L), coinciden en lineas generales con los informados por
Gillespie & Billington (1999) y Alcaide et al. (2004) quienes sefalan una CMIsg y
CMlg de < 0,06 y 0,06 mg/L, y de 0,06 mg/L para ambos parametros,
respectivamente. Pero son mas bajos que las comunicados por Rodriguez et
al. (2003) quienes mediante un método de dilucion en agar obtienen una CMIlsg
de 0,125 y una CMlg, de 2 mg/L.

Los valores de CMI obtenidos con claritromicina y moxifloxacino,
junto con la buena distribucion tisular de ambos antibidticos (Fassbender et al.,
1996; Moise et al., 2000) apoyan su uso como farmacos alternativos en el
tratamiento de las infecciones por M. kansasii en aquellos pacientes en que se
produzca un fallo terapéutico debido a la resistencia a la rifampicina y/o en
pacientes con SIDA que estén recibiendo tratamiento con inhibidores de las
proteasas, como ha sido previamente informado (Biehle & Cavalieri, 1992;
Wallace et al., 1994; Graybill & Bocanegra 2001).

Se han publicado pocos estudios sobre la actividad in vitro del
linezolid frente a M. kansasii (Brown-Elliott et al., 2003; Rodriguez Diaz et al.,
2003; Alcaide et al., 2004). Uno de ellos informa una CMIso de 4 y una CMlg
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>32 mg/L (Rodriguez et al., 2003); sin embargo, con resultados similares a los
informados por Alcaide et al. (2004), los datos obtenidos en nuestro estudio
muestran que es un antibiético con una excelente actividad frente a este
organismo (CMlsp: 0,5 mg/L; CMIg: 1 mg/L), con un 100% de aislados
sensibles, ya que en todos los casos su crecimiento fue inhibido por
concentraciones de antibidético que se encontraban por debajo del punto de
corte (£ 8 mg/L) establecido para las micobacterias (Wallace et al., 2001;
Brown-Elliott et al., 2003). Recientemente se ha descrito la actividad de este
antibidtico en un modelo experimental murino de infecciéon por M. kansasii, a
pesar de que el tratamiento con linezolid solo o asociado a claritromicina era
menos eficaz que este ultimo antibidtico asociado o no a rifampicina (Cynamon
et al., 2003); todo ello, unido a sus caracteristicas farmacocinéticas (Conte et
al., 2002) y a la posibilidad de tratar las infecciones por micobacterias no
tuberculosas usando 600 mg en una sola dosis diaria (Brown-Elliot et al., 2001),
sugiere que este antibidtico podria ser empleado en el tratamiento
poliquimioterapico de la enfermedad por M. kansasii cuando se sospeche

resistencia a rifampicina.

De modo que, los bajos valores de CMI’s obtenidos en este estudio
con la claritromicina, linezolid y moxifloxacino, y los antecedentes de éxito en el
tratamiento de la enfermedad pulmonar por M. kansasii con un régimen
terapéutico de claritromicina tres veces por semana informado por Griffith et al.
(2003) apoyan la posibilidad de incorporar cualquiera de estos farmacos en
regimenes terapéuticos cortos o intermitentes. A pesar de ello, son necesarios
nuevos estudios que demuestren la correlacion entre los datos microbiolégicos
y la efectividad clinica del linezolid en el tratamiento de las infecciones por M.

kansasii.

La ausencia de aislados estreptomicin-resistentes detectada en este
estudio ha sido descrita por otros autores (Wallace et al., 1986; Alcaide et al.,
2004), pero contrasta con los datos facilitados por Garros et al. (2001) en
Espafna y Da Silva Telles et al. (2005) en Brasil, quienes senalan resistencias

del 90% y del 14,2%, respectivamente. Los resultados obtenidos con amikacina
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son similares a los informados por Ernst et al. (1988), quienes describen una
CMlso de 2 mg/L y una CMIgy de 4 mg/L; también son bastante coincidentes
con los datos descritos por Wallace et al. (1994) quienes describen que el
94,3% de las cepas rifampicin-resistentes incluidas en su estudio fueron
inhibidas a una concentraciéon < 8 mg/L de amikacina; sin embargo, discrepan
con el 3% de aislados resistentes comunicados por Da Silva Telles et al.
(2005).

Respecto a la clofazimina nuestros resultados, con un 4,9% de
aislados resistentes, discrepan claramente de los obtenidos por Da Silva Telles
et al. (2005) que citan una frecuencia de resistencias del 42,9%. Sin embargo,
son mucho mas cercanos a los informados por Wallace et al. (1994) quienes
detallan que las 36 cepas rifampicin-resistentes estudiadas, fueron sensibles a

este antibidtico.

Por otro lado, la CMlgyy obtenida para el PAS (8 mg/L), coincide con la
citada por Inderlied & Nash (2005), quienes en su revisibn sobre

antimicobacterianos refieren para este compuesto una CMIgg entre 5y 10 mg/L.

Particularmente activo fue el cloruro de benzalconio, para el que
obtuvimos una CMIsg y CMIgy de 4 mg/L, en ambos casos. Este es un
compuesto amonico cuaternario, con actividad frente a bacterias grampositivas
como Staphylococcus aureus; se ha demostrado en estudios experimentales,
que tiene poder micobacteriostatico incluso a bajas concentraciones, tanto
frente a cepas sensibles como multiresistentes de M. tuberculosis (Rikimaru et
al., 2000). Por otro lado, Shimizu et al. (2002) en un estudio en el que evaluan
la sensibilidad de un gran numero de cepas a diversos antisépticos constatan
que este compuesto y la povidona iodada son los mas activos. Por lo tanto,
existen referencias en la literatura que avalan la posible utilidad del cloruro de
benzalconio como antiséptico micobacteriano de uso clinico, a expensas de

que se realicen mas estudios sobre la actividad in vitro de dicha sustancia.

El rango de CMI y las CMIso y CMIgo obtenidos con la trifluoroperazina

no pueden compararse con los de otros estudios realizados con esta especie,
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ya que no hemos hallado informacién bibliografica al respecto. No obstante, los
resultados descritos coinciden parcialmente con los comunicados para otras
micobacterias (Reddy et al., 1996; Gadre & Talwar, 1999) y avalan los
resultados previos de nuestro grupo con M. avium complex y M. tuberculosis
(Garcia Garcia et al., 2004; Garcia Garcia et al., 2005). La trifluoroperazina es
una fenotiazina empleada en el tratamiento de trastornos psicéticos. Se trata de
un farmaco antagonista de la calmodulina, sobre el que existen diversos
estudios que demuestran que es capaz de inhibir in vitro el crecimiento de M.
tuberculosis sensible y multiresistente (Ratnakar & Murthy, 1992; Gadre &
Talwar, 1999; Garcia Garcia et al., 2005) y de M. avium complex (Reddy et al.,
1996; Garcia Garcia et al., 2004).

Reddy et al. (1996) en un estudio sobre la actividad in vitro de la
trifluoroperazina frente a M. tuberculosis y M. avium complex obtuvieron rangos
de CMI entre 3,12 mg/L y 25 mg/L y 12,5 mg/L y 50 mg/L, respectivamente, y
Gadre & Talwar (1999) refieren que el rango de la CMI para aislados de M.
tuberculosis sensibles y resistentes a estreptomicina e isoniazida varia entre 8
mg/L y 32 mg/L. Por otro lado, Reddy et al. (1996) sefalan que este farmaco
in vitro carece de actividad sinérgica con isoniazida y rifampicina. Sin embargo,
refieren que a concentraciones de 2 a 4 mg/L, este farmaco es activo frente a
M. tuberculosis cocultivado con la linea celular macrofagica U937, produciendo
una reduccidon mayor que la obtenida con isoniazida 0,05 mg/L, y que
incrementa la accion microbicida de la isoniazida y de la rifampicina (Reddy et
al., 1996). Pero las concentraciones a las cuales la trifluoroperazina muestra
actividad antimicobacteriana in vitro e in vivo-in vitro son demasiado elevadas
para ser obtenidas en circunstancias terapéuticas normales, ya que los picos
séricos maximos con dosis de 5 mg/kg po y 20 mg/kg po son de 1,4 ug/L y 4
ug/L, respectivamente. Sin embargo, a concentraciones subinhibitorias
potencia la actividad intracelular de isoniazida y rifampicina frente a M.
tuberculosis, probablemente debido a que aumenta la acumulacion y retencion
intracelular de estos farmacos antimicobacterianos. Todo ello, sugiere que el

desarrollo de farmacos analogos de trifluoroperazina o preparaciones
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liposomales podria ser una alternativa para aumentar las dos funciones del
farmaco (Reddy et al., 1996).

Amaral et al. (2001) comentan que las fenotiazinas, en concreto la
clorpromacina, presenta actividad in vitro a unas concentraciones que no son
clinicamente alcanzables a las dosis terapéuticas habituales; esto, junto a su
toxicidad desaconseja su uso como farmaco antimicobacteriano. Sin embargo,
estas dos limitaciones pueden ser obviadas si se tiene en cuenta que la
clorpromacina cuando se da a las dosis terapéuticas habituales, se concentra
en el interior de los macréfagos alcanzando una concentracidén comparable a
las niveles efectivos frente a cepas de M. tuberculosis multiresistente.
(Bettencourt et al., 2000).

5.4 Sobre la evaluacion del sistema Bactec® MGIT 960 para los
estudios de sensibilidad.

El objetivo de esta parte del trabajo, fue evaluar la capacidad del
sistema fluorométrico automatizado Bactec® MGIT 960 para llevar a cabo el
estudio de sensibilidad de M. kansasii frente a cuatro antituberculosos clasicos,
modificando las concentraciones de la estreptomicina e isoniazida, de modo
que los puntos de corte fueran los establecidos por CLSI (NCCLS, 2003) para
dicho microorganismo, y compararlo con los resultados obtenidos con la
técnica de microdilucidén, que nosotros consideramos como el método de

referencia.

Existen diversos trabajos comparativos sobre la utilidad del sistema
Bactec® MGIT 960 para el estudio de sensibilidad de farmacos de primera y
segunda linea, aunque siempre referidos a M. tuberculosis. Bastian et al.
(2001) en un estudio comparativo del sistema automatizado Bactec® MGIT 960
frente al método de las proporciones, para el estudio de sensibilidad de M.
tuberculosis a kanamicina, refieren una concordancia del 98,6% y que el tiempo
medio de obtencidén de los resultados por el sistema automatizado fue de 7
dias. Scarparo et al. (2004) comparan el Bactec® MGIT 960 y el Bactec® 460

TB para el estudio de sensibilidad de M. tuberculosis frente a antituberculosos
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clasicos, obteniendo un 96,3% de concordancia. Huang et al. (2004) realizan
un estudio comparativo entre el Bactec® MGIT 960 y un método de dilucion en
agar, en el que ensayan la actividad de ciprofloxacino y etionamida frente a M.
tuberculosis complex, y demuestran una buena concordancia, alrededor del
90,0% para ambos farmacos entre los dos métodos, concluyendo que el
sistema automatizado es comparable al método de referencia establecido por
NCCLS y que ademas tiene la ventaja de ser mas rapido (tiempo medio de 8,9
dias), menos laborioso y facil de normalizar. Resultados y conclusiones
similares a los comunicados por Rusch-Gerdes et al. (2006) y Kradner et al.
(2006) en sendos estudios sobre la utilidad de Bactec® MGIT 960 para los
ensayos de sensibilidad de M. tuberculosis complex a farmacos de segunda

linea.

Resultados similares son los que se derivan de los datos obtenidos
en nuestro ensayo, donde encontramos que: i) el estudio de sensibilidad
mediante el sistema Bactec® MGIT 960 resulté mas facil de realizar, por ser
menos laborioso que el método de microdilucion; ii) no hubo complicaciones
para la preparacion del inoculo y los tiempos que empled el sistema para
detectar sensibilidad fueron satisfactorios y por debajo del tiempo empleado por
otras técnicas; ademas, el sobrecrecimiento o la contaminacion bacteriana se
detectaban automaticamente, e incluso ésta ultima era facil de detectar a
simple vista; iii) los resultados obtenidos con el Bactec® MGIT 960 fueron
facilmente interpretables, y los valores mas objetivos y precisos que los

obtenidos con el método de microdilucion.

Ademas, la confirmacién de los resultados obtenidos para la cepa de
referencia M. kansasii CECT 3030 con el sistema automatizado Bactec® MGIT
960, dada su absoluta concordancia con el método de microdilucién y el patrén
de sensibilidad informado por la CECT para dicha cepa, ayudan a validar esta
técnica. Todo ello, junto con el alto indice de concordancia entre los resultados
obtenidos por el método de microdilucién y el sistema automatizado Bactec®
MGIT 960 (98,3%), similar al descrito por otros autores para M. tuberculosis

(Bastian et al., 2001; Huang et al., 2004; Scarparo et al., 2004), avalan que
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dicho sistema, con las modificaciones incluidas en nuestro estudio, podria ser
empleado de forma rutinaria para el estudio de sensibilidad de M. kansasii en
los laboratorios clinicos en paises desarrollados, ya que se obtienen resultados
objetivos y su interpretacidn esta referida al punto de corte establecido para M.
kansasii por CLSI (NCLS, 2003), aunque seria necesarios estudios

multicéntricos que confirmaran estos resultados.

5.5 Sobre el analisis del polimorfismo genético.

Diversos autores, como Wallace et al. (1993) han demostrado que la
caracterizacion de cepas micobacterianas por PFGE es util para llevar a cabo
estudios epidemioldgicos que tracen fuentes de contaminacion y marquen
brotes epidémicos. En el caso de M. kansasii, Picardeau et al. (1997) sefialan
que este procedimiento es una herramienta util para revelar polimorfismos, con
buena tipabilidad y reproductibilidad, ya que el andlisis de 24 cepas del
genotipo | con el enzima Dral les permitié la obtencion de cuatro grupos de
homologia; aunque también sefalan, que tres de las cepas incluidas en su
estudio no pudieron ser tipificadas debido a la degradacion del DNA, hecho
descrito para otras micobacterias por Wallace et al. (1993). Siguiendo esta
misma linea, en la publicacion de Alcaide et al. (1997) sobre el polimorfismo de
aislados de M. kansasii genotipo |, tras digestion del DNA con la restrictasa
Dral, se describen cinco patrones con diferencias minimas en el polimorfismo
de los fragmentos de restriccion, lo que les sugiere la estructura clonal del

genotipo mas prevalente en humanos, M. kansasii genotipo |.

El escaso polimorfismo genético descrito en estos trabajos (Alcaide
et al., 1997; Picardeau et al., 1997) coincide en lineas generales con los
resultados obtenidos en el presente estudio. El analisis mediante PFGE resulté
ser reproducible, y solo permitié la descripcion de tres grupos de homologia,
uno con el enzima Vspl y dos con Xbal; pero la aplicacién de los criterios de
Tenover et al.,, (1995), a los resultados obtenidos con este ultimo enzima
demostré que todos los aislados pertenecian al mismo clon; aunque la

clonalidad detectada entre los aislados estudiados podria guardar relacion con
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la proporcion de fracasos obtenidos, 27% con Vspl y 44,9% con Xbal,
relacionados con la degradacién de DNA, tal como refieren Wallace et al.
(1993) y Picardeau et al. (1997).

Sin embargo, hay otros autores que describen resultados
discordantes, como linuma et al. (1997), quienes tras el analisis de los perfiles
de restriccion obtenidos con 84 aislados clinicos de cinco distritos japoneses,
describen con el enzima Vspl la existencia de 21 grupos de homologia. En este
sentido, Zhang et al (2004a) realizan en Estados Unidos un estudio de PFGE
con 81 aislados clinicos de M. kansasii caracterizados mediante PRA como
pertenecientes al genotipo | (96,3%), genotipo Il (1,2%) y genotipo Il (2,5%),
demostrando mediante el empleo de tres enzimas de restriccion (Dral, Asel y

Xbal) que un 32,4% a un 43,7% de los aislados pertenecian a un solo cluster.

Tal como sefialan Alcaide et al. (1997), llama la atencion la
distribucion clonal de las cepas de M. kansasii productoras de infeccién en el
hombre, es decir el hecho de que un solo clon de M. kansasii sea responsable
de la mayoria de casos de enfermedad humana, tratdndose de una especie
que tiene un reservorio medioambiental, ya que los estudios de PFGE sobre
otras especies de origen ambiental, como M. avium complex, muestran casi
tantos patrones PFGE como aislados existen; lo que sugiere que hay
determinados factores, como factores de colonizacion dentro de los sistemas
de distribucién de agua y factores de virulencia presentes en un clon de
microorganismos, que ayudan a seleccionar uno o mas genotipos especificos.
De hecho, en el caso de M. kansasii, tal y como exponen en sus trabajos
Alcaide et al. (1997) y Picardeau et al. (1997), existen al menos cinco
subespecies y multiples clones de microorganismos en los sistemas de
distribucion de agua, pero es una subespecie, el genotipo |, la responsable de
mas del 90% de los casos clinicos. Parece que la explicacion mas plausible
sea la existencia de factores de virulencia en este grupo de microorganismos

que determinan este hecho.

La clonalidad detectada en este estudio entre los aislados del

genotipo |, la elevada proporcion de fracasos relacionada con la degradacién
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de DNA, y la laboriosidad y duracién de los protocolos PFGE, hizo siguiendo
las recomendaciones de Picardeau et al. (1997) que nos decantasemos hacia

otro método de tipificacion.

El analisis del polimorfismo mediante AFLP, resulté en nuestro caso
una técnica mucho mas sencilla de aplicar, mucho menos tediosa en su
preparacion y con mayor tipabilidad y poder discriminatorio que PFGE. En
nuestro estudio, el enzima Apal fue elegido para llevar a cabo la técnica AFLP,
siguiendo el protocolo descrito por Gaafar et al. (2003), atendiendo a la
presuncion tedrica de que dicho enzima se une al genoma de microorganismos
con alto contenido en guanina y citosina tales como el de M. kansasii (G-C del

64%), con una frecuencia relativamente alta (Janssen et al., 1996).

Mientras que el numero de patrones generados con un solo iniciador
fue relativamente bajo, el poder discriminatorio de la técnica se incrementd
ostensiblemente al analizar en su conjunto los patrones generados con los tres
primers, consiguiendo asi clasificar los aislados en 12 grupos de homologia. La
reproducibilidad del método fue muy buena y los patrones fueron estables
durante el periodo de cinco meses que durd el estudio. Estos resultados son
comparables y muy similares a los descritos por Gaafar et al. (2003); pero
discrepan de los comunicados por Picardeau et al. (1997) con el enzima de
restriccion Pstl, ya que estos autores refieren que los patrones obtenidos con el
genotipo | eran muy similares o incluso idénticos y sélo unas pocas cepas

presentaron patrones diferentes del compartido por la mayoria.

Uno de los objetivos que nos propusimos en nuestro estudio, fue
determinar el poder discriminatorio de las técnicas empleadas en la tipificacién
de los aislados y en funciéon de las caracteristicas de las mismas y los
resultados obtenidos establecer su utilidad como marcadores. Existen diversos
factores numéricos que son capaces de demostrar cual es el método de
tipificacion mas eficiente: tipabilidad, o porcentaje de cepas diferentes que
pueden ser identificadas por un marcador, reproductibilidad, o porcentaje de
cepas que dan el mismo resultado en repetidos ensayos, y poder de

discriminacion. El poder discriminatorio de un método, o su capacidad para

-130 -



Tesis doctoral. M? del Remedio Guna Serrano Discusion

distinguir entre cepas no relacionadas, esta determinado por el numero de tipos
definidos por el ensayo y su frecuencia (Hunter & Gaston; 1988). Estos autores
propusieron un indice numeérico de discriminacién basado en la probabilidad de
que dos cepas no relacionadas sean caracterizadas como pertenecientes a un
mismo tipo, el indice de diversidad de Simpson, que permite la comparaciéon de
métodos de tipificacidon y seleccionar aquel que muestre un mayor poder de
discriminacion. El indice viene dado por una ecuacion que puede ser aplicada
tanto para la comparacion directa de diferentes métodos, como para el analisis
del poder de discriminacion de esquemas de tipificacibn combinados. Segun
consideran Hunter & Gaston (1988), el nivel aceptable de discriminacion
dependera en cada caso de un gran numero de factores, pero un indice mayor
del 0,90 seria lo deseable para que los resultados pudieran ser interpretados

con confianza.

En nuestro estudio, se obtuvo un alto grado de uniformidad en la
tipificacion molecular de los aislados, tanto por PFGE como por AFLP, siendo
la reproductibilidad excelente para ambos métodos y superior la tipabilidad y el
poder discriminatorio del segundo de ellos. No obstante, dada la homogeneidad
de nuestros aislados el poder discriminatorio de la técnica AFLP se encuentra
por debajo de lo deseable (Hunter & Gaston; 1988). Asi pues, a pesar de la
relativa clonalidad observada en M. kansasii genotipo |, que podria atribuirse al
escaso poder discriminatorio de los métodos empleados, consideramos que el
analisis del polimorfismo mediante AFLP es un método mas apropiado para

llevar a cabo la tipificacion de cepas de M. kansasii con fines epidemioldgicos.
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Los resultados descritos en nuestro estudio nos han permitido

obtener las siguientes conclusiones:

12, Los aislados estudiados muestran una marcada homogeneidad
fenotipica. De las caracteristicas analizadas, sélo la hidrdlisis del
Tween 80 mostré resultados variables, y permitié junto con otras
actividades la clasificacion de los aislados en dos de las variedades
fenotipicas descritas por Calatayud et al. (2004), de las cuales la mas
prevalente fue el biotipo 1 en el que quedaron incluidos la mayoria de

los aislados.

23, La variable a-fucosidasa permitio la identificacion de dos fenotipos,
segun el esquema de biotipia de Tortoli et al. (1994), y establecer
una asociacion significativa entre el biotipo 2, caracterizado por la

ausencia de dicha actividad, e infeccion por VIH.

32. El hecho de que todos los aislados estudiados pertenezcan al
genotipo | y la escasa variabilidad detectada tras el estudio de su
polimorfismo genético, demuestran la estructura clonal de este
microorganismo en el area de influencia del Hospital Clinico

Universitario de Valencia.

423 El analisis de la diversidad genética demuestra que AFLP, a pesar de
su moderado poder de discriminacién, es la uUnica herramienta
molecular empleada, eficaz para el estudio del polimorfismo genético
de M. kansasii genotipo |, ya que sus indices de tipabilidad vy
discriminacion son superiores a los obtenidos con PFGE, y permite la
descripcion de grupos de homologia frente a la aparente clonalidad
obtenida con PFGE.

52 La buena actividad in vitro demostrada para isoniazida, rifampicina y
etambutol aconsejan su recomendacion para el tratamiento
poliquimioterapico empirico ante la existencia de sospecha

morfologica de infeccion por este microorganismo. En el caso de
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78

pacientes VIH positivos sometidos a tratamiento anti-retroviral con
inhibidores de proteasas, la rifampicina debe ser sustituida por
rifabutina o claritromicina, antibi6ticos frente a los que no hemos

detectado resistencia alguna.

La ausencia de aislados resistentes a claritromicina, linezolid y
moxifloxacino apoyan la posibilidad de utilizar pautas de tratamiento
cortas o intermitentes que contengan uno de estos tres farmacos
frente a la inclusién de estreptomicina o amikacina, que aunque son
igualmente activos, tienen mayores efectos colaterales, asi como, su
utilizacion en el caso de infecciones debidas a aislados resistentes a

rifampicina.

Consideramos que el sistema automatizado Bactec® MGIT 960,
utilizando las concentraciones de farmacos propuestas por CLSI, es
una herramienta util, menos laboriosa y mas rapida y objetiva que la
técnica de microdilucion en placa, y por lo tanto adecuada para la
realizacion de estudios de sensibilidad de M. kansasii a los

antibidticos de primera linea.
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