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ABREVIATURAS

ADE: agua destilada estéril

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AG: arabinogalactano

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
CG: Gas Chromatography

CORPICO: Cooperativa Regional de Electricidad, de Obras y otros servicios de General Pico
CPA: célula presentadora de antigeno

DAT: diaciltrealosa

DIM: fenolfthiocerol dimycocerosato

FNT-a : factor de necrosis tumoral alfa

GPLs: glicopéptido lipidos

HIV: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
HPLC: High Performance Liquid Chromatography
ITS: region intergénica

v-INT: gamma-interferon

LAM: lipoarabinomanano

LM: lipomanano

MA: micobacterias ambientales

MAC: Complejo Mycobacterium avium

MAIS: complejo Mycobacterium avium intracellulare scrofulaceum
Man: manosa

MNT: Micobacterias no tuberculosas

MOTT: mycobacteria other tan tuberculosis
PAT: poliaciltrealosa

pb: pares de bases

PCR: polymerase chain reaction

PGL.: glicolipidos fendlicos

PIM: fosfatidil-myo-inositol mandsidos

PknG: proteinquinasa G

PLC: fosfolipasa C

PLD: fosfolipasa D

PRA: PCR-restriction enzyme analysis

PVC: Policloruro de vinilo

rARN: &cido ribonucleico ribosomal

RD1: locus Region of Difference 1

RFLP: restriction fragment length polymorphism
RIDOM: Ribosomal Differentiation of Medical Microorganisms
RRU: Reciclado de Residuos Urbanos

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Humana
SL: sulfolipido

TAE: Tris acetato EDTA

TBE: Tris Borato EDTA

TDM: dimicolato de trealosa

TLC: Thin-Layer Chromatography

T7SS: sistema de secrecion tipo 7

WHO: World Health Organization
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1. RESUMEN

Gran parte de las micobacterias ambientales (MA) son consideradas patogenas
oportunistas responsables de micobacteriosis tanto en huéspedes inmunocomprometidos
como inmunocompetentes. No existe evidencia de transmision directa entre individuos
siendo el medio ambiente la fuente de infeccion. En muchos laboratorios se ha reemplazado
la identificacion bioquimica de las MA por nuevas técnicas moleculares rapidas y menos
complejas que la tipificacion clasica. Entre los métodos moleculares el PRA (PCR-
Restriction Enzime Analysis) se ha descrito como una técnica de rutina capaz de ser
implementada en los laboratorios de baja complejidad. El objetivo principal de este trabajo
fue valorar la utilidad de la técnica del PRA en la tipificacion de MA recuperadas de
muestras de agua. A los 56 aislamientos obtenidos, provenientes de humedales, agua de red
y de fuentes arquitectonicas publicas, inicialmente se los identific6 mediante pruebas
bioguimicas y el andlisis de los patrones de restriccidn, obteniéndose una concordancia del
48,21%. Posteriormente se les realizd secuenciacién de un fragmento de los genes 16S
rARN y hsp65. ElI PRA resultd ser més preciso cuando se lo compard con los resultados
obtenidos por secuenciacién del gen hsp65 que cuando se los contrastd con la
secuenciacion del fragmento 16S rARN, obteniéndose una concordancia del 50% vy
35,71%, respectivamente. EI PRA es una técnica rapida y facil de implementar a diferencia
de las pruebas bioquimicas, siendo necesario recurrir a técnicas moleculares
complementarias, especificamente cuando se desea identificar a aquellos aislamientos de
origen ambiental que presentan colonias pigmentadas y de rapido crecimiento, asi como
también cuando se evidencian posibles nuevos patrones de restriccion. Las pruebas
bioguimicas son de gran utilidad para respaldar los datos obtenidos por técnicas
moleculares, principalmente en aquellos casos en los cuales por si solos, tanto uno u otro
método, no pueden definir la especie de Mycobacterium aislada. Las distintas fuentes de
agua estudiadas constituyen un importante reservorio de MA, posibles patdgenas

oportunistas, de importancia para la salud publica.



2 INTRODUCCION
2.1  Generalidades
El género Mycobacterium es el Gnico dentro de la familia Mycobacteriaceae. La

posicion filogenética determinada por la secuenciacion del gen 16S rARN establece que
pertenece al suborden Corynebacterineae y orden Actinomycetales. EI género
Mycobacterium esta constituido por bacilos rectos o ligeramente curvos (de 0,2-0,6 x 1,0-
10 um), aerobios y microaerofilos, los cuales se caracterizan por ser acido alcohol
resistentes en alguna etapa de su crecimiento. Son inmoviles y aspordgenos, no producen
conidios ni hifas aéreas visibles. Se caracterizan por un alto contenido de guanina mas
citosina (G+C=57-73%) en el ADN y un alto contenido de lipidos en la pared,
probablemente el méas elevado entre todas las bacterias (Whitman et al., 2012).

La presencia de acidos micolicos en la pared celular distingue al género. Estos
lipidos caracteristicos de alto peso molecular (60-90 &tomos de carbono) pueden actuar
como fuentes de reserva de carbono y energia. Los lipidos constituyen mas de la mitad del
peso seco de las micobacterias, sin embargo la composicion lipidica del bacilo puede variar
durante el ciclo de vida en un cultivo, dependiendo de la disponibilidad de nutrientes
(Whitman et al., 2012). La capa cerosa confiere las caracteristicas propias del género:
acido-alcohol resistencia, hidrofobicidad, resistencia a injurias y a varios antibiéticos,
ademas de distintivas propiedades inmunoldgicas. Es probable que también contribuya a la
lenta tasa de crecimiento de algunas especies mediante la restriccion de la absorcion de
nutrientes (Barrera, 2007).

El Manual de Bergey, volumen V presenta una lista de 129 especies y subespecies,
entendiéndose que son aquellas descriptas hasta el momento de su publicacién (Whitman et
al., 2012), ya que nuevas especies son caracterizadas dia a dia por los micobacteriologos. El
estado taxondmico de nuevos miembros del complejo es aun incierto (ver DSMZ,

http://www.dsmz.de/microorganisms/bacterial nomenclature.php y LPSN,

http://www.bacterio.cict.fr ) y en algunos casos la asignacion de determinadas especies ha

sido cuestionada (Barrera, 2007).
La mayoria de las especies de micobacterias pueden ser clasificadas de acuerdo a su
velocidad de crecimiento en 2 grupos taxonomicos. Las especies de lento crecimiento son

aquellas que requieren méas de 7 dias de incubacion a temperatura dptima para producir


http://www.dsmz.de/microorganisms/bacterial_nomenclature.php
http://www.bacterio.cict.fr/

colonias facilmente visibles, a partir de un indculo altamente diluido. Contrariamente, las
especies de rapido crecimiento son aquellas que sus colonias son visibles en menos de 7
dias, bajo condiciones comparables (Whitman et al., 2012).

Hay una asociacion entre el nUmero de operones ribosomales y la velocidad de
crecimiento de las cepas de micobacterias. Las cepas de rapido crecimiento cominmente
tienen dos operones (rrnA y rrnB), mientras que las cepas de lento crecimiento usualmente
tienen so6lo uno (Bercovier et al., 1986). El operon de micobacterias esta compuesto por una
region lider, un gen 16S rARN, el espaciador intergénico 1 (ITS-1), un gen 23S rARN,
ITS-2, y un gen 5S rARN. Los tamafios de la regidn lider y regiones espaciadoras varian
entre las micobacterias rapidas y lentas (Ji et al., 1994). Este estudio permitio proponer que
las especies de lento crecimiento se separaron de una linea filogenética principal luego de la
deleccion del operon rrnB, dejando al operén similar al rrnA como la Unica fuente de
rARN. Las regiones lider y espaciadoras del operon rrn estan altamente conservadas y son
utiles en la evaluacion de las relaciones filogenéticas entre especies de micobacterias.
(Whitman et al., 2012)

El crecimiento celular de estas bacterias es lento o muy lento con un tiempo de
generacion de 2 horas a mas de 20 horas. El periodo de incubacion puede ser de sélo unos
pocos dias a mas de 8 semanas, para poder visualizar colonias a partir de un in6culo diluido
sobre un medio sélido a temperatura 6ptima, la cual puede variar ampliamente de acuerdo a
la especie, ya sea por debajo de la temperatura ambiente oscilando hasta temperaturas
superiores a 45°C (Whitman et al., 2012).

Las micobacterias forman distintos tipos de colonias, asi es que M. intracellulare
presenta usualmente colonias lisas en su aislamiento primario desde una muestra clinica,
mientras que M. fortuitum y M. xenopi pueden parecer miceliales en estadios tempranos de
crecimiento, aunque las colonias méas viejas exhiben extensiones filamentosas ramificadas
que se fragmentan dando formas bacilares o cocoides cuando se prepara un extendido. Las
colonias pueden ser o0 no pigmentadas. Algunas cepas producen pigmentos de composicién
carotenoide en presencia 0 ausencia de luz, presentandose como colonias amarillas a
naranjas (raramente rosas). Se denominan especies escotocromogénicas cuando dichos
pigmentos se producen en ausencia de luz y fotocromogénicas cuando sélo se producen en

presencia de luz (Whitman et al., 2012).



La mayoria de las micobacterias son aerobias obligadas, aunque algunas especies
son aerotolerantes. En algunas ocasiones suele utilizarse una atmosfera aerobia
suplementada con dioxido de carbono para estimular el crecimiento. Las micobacterias
muestran variaciones considerables en cuanto a los sustratos usados como fuentes de
carbono y nitrégeno. Tales variaciones pueden ser tenidas en cuenta para la identificacion
de especies. A pesar de que pueden crecer en medios simples presentan un mejor desarrollo
en medios a base de huevo como el medio Léwenstein-Jensen (Jensen, 1932; Léwenstein,
1931) y otros como el medio Middlebrook (Lorian, 1968). Algunas especies necesitan
medios de cultivo suplementados, tal es el caso de M. haemophilum que requiere 0,4% de
hemoglobina o 60uM de hemina (Sompolinsky et al., 1978). El metabolismo de las
micobacterias es comun a otras bacterias, la mayoria utilizan como fuente de carbono el
glicerol como un constituyente comin en los medios de cultivo, metabolizdndolo a
piruvato, con excepcion de M. bovis que desarrolla mejor si el medio contiene directamente
piruvato como fuente de carbono (Stonebrink, 1958). De manera similar la asparagina es
una fuente de nitrogeno preferencial que es adicionada en muchos medios de cultivo
estandares para micobacterias.

La adquisicion de hierro en ambientes donde dicho elemento se encuentra en muy
bajas concentraciones es vital para la mayoria de las bacterias, por ello la competicion
exitosa entre las proteinas transportadoras de hierro del huésped y el microorganismo
invasor es considerado un factor de patogenicidad. Las micobacterias poseen dos tipos de
sideroforos (o agentes quelantes de hierro): exoquelinas, las cuales son secretadas al
exterior y las micobactinas que estan unidas a la pared celular (Ratledge, 1984). Las
micobactinas son compuestos de hidroxamato producidos por todas las micobacterias a
excepcion de M. avium subsp. paratuberculosis (Bergey et al., 1923). Para el cultivo de
esta especie es necesario entonces incorporar micobactina al medio utilizado.

Es de destacar que M. leprae no ha podido ser cultivado fuera de células vivas,
parece ser que es un parasito intracelular obligado carente de muchos genes necesarios para
la supervivencia independiente (Whitman et al., 2012).

Cuando se intenta recuperar micobacterias desde muestras clinicas y/o ambientales
es necesario inhibir la flora acompafiante por medio de un proceso de descontaminacion.

Para ello se utilizan agentes quimicos que selectivamente actian como bactericidas de los



microorganismos no acido-alcohol resistentes. Dichos agentes por lo general, son acidos o
alcalis diluidos, con o sin compuestos de amonio cuaternario. El tiempo de exposicion a los
agentes decontaminantes debe ser cuidadosamente controlado ya que la resistencia de las
micobacterias no es absoluta (Whitman et al., 2012). Luego de la decontaminacion la
muestra se siembra en medios solidificados con huevo o medios liquidos que pueden estar
suplementados con agentes antimicrobianos para aumentar la selectividad de los mismos.

En cuanto a su conservacion, las cepas permanecen viables por algunos meses en
medios con huevo a 5°C y sobreviven indefinidamente a -70°C o por liofilizacion
(Whitman et al., 2012).

2.2  Clasificacion de las micobacterias

El género Mycobacterium, histéricamente fue dificil de separar de los taxones
relacionados, en particular de los géneros Corynebacterium, Nocardia y Rhodococcus. Los
primeros estudios de taxonomia micobacteriana estaban dominados por el interés clinico, lo
cual promovio la tendencia de referenciar a las micobacterias en relacion a M. tuberculosis
(Whitman et al., 2012). Esto fue reflejado en el uso comdn del término “micobacterias
atipicas” para aquellas cepas que no podian ser identificadas como M. tuberculosis 0 M.
bovis. A mediados de los afios 50, Ernest Runyon y sus colaboradores clasificaron a las
micobacterias atipicas, no identificadas dentro de los complejos M. tuberculosis 0 M.
leprae, en cuatro grupos basandose en su velocidad de crecimiento y produccién de
pigmentos. Los Grupos de Runyon I, Il y Il constituian las especies de micobacterias de
lento crecimiento y el Grupo IV las de rapido crecimiento. La aceptacion de los Grupos de
Runyon por la comunidad clinica fue un momento crucial en el desarrollo de la sistematica
micobacteriana (Whitman et al., 2012).

Posteriormente, Wayne (1967) introdujo una completa lista de test fenotipicos los
cuales se establecieron para la clasificacion de las cepas de lento crecimiento. Finalmente
estudios taxondmicos coordinados y auspiciados por el IWGMT (Working Group on
Mycobacterial Taxonomy) permitieron establecer un panel de tests reproducibles para
identificar a las micobacterias de importancia clinica (Wayne et al., 1980).

Muy pocas caracteristicas fenotipicas apuntalan a la separacion de las micobacterias
de rapido crecimiento de las de lento crecimiento. Una de ellas podria radicar en la
resistencia a la decoloracion con acido-alcohol después de la coloracion con fucsina, la cual



tiende a ser mas fuerte en las especies de lento crecimiento. En otro aspecto, la
incorporacion de hierro a partir de un medio rico en hierro es una propiedad mas comudn de
las especies rapidas, como el crecimiento en presencia de NaCl al 5% (P/V) o el
crecimiento en presencia de acido picrico 0,2% (P/V) (Wayne y Kubica, 1986). Ninguna de
estas caracteristicas son marcadores exclusivos de la velocidad de crecimiento, pero la
experiencia practica ha demostrado que diferentes grupos de pruebas fenotipicas son
necesarias para caracterizar las especies de lento y rapido crecimiento (Whitman et al.,
2012).

La combinacién de criterios taxondmicos fenotipicos establecida por Wayne et al.
(1980) fue muy beneficiosa, pero varias especies de crecimiento lento permanecian sin
identificar. Dichas especies comenzaron a analizarse utilizando una combinacion de
métodos moleculares, incluyendo secuenciacion del gen 16S rARN y estudios de
hibridacion de ADN. En general, se encontr6 buena concordancia total entre el grupo
fenotipico resultante y los grupos de organismos definidos por procedimientos moleculares.
Estas investigaciones demostraron que una taxonomia polifacética proporcionaba un
camino satisfactorio para resolver relaciones entre los miembros del género Mycobacterium
(Whitman et al., 2012). La taxonomia polifacética se practica universalmente en la
identificacion de una nueva especie de Mycobacterium. Las relaciones taxondmicas de las
nuevas micobacterias o las mal clasificadas pueden ser reclasificadas facilmente por
comparacion de la secuencia de su gen 16S rARN con la secuencia de las correspondientes
especies de micobacterias presentadas en las bases de datos. En efecto, algunas especies
recientemente identificadas han sido definidas usando secuenciacion de 16S rARN
asociado a caracteristicas fenotipicas, como por ejemplo M. elephantis (Shojaei et al.,
2000).

Pero, por otro lado, existen especies de micobacterias que tienen idéntica secuencia
en su molécula de 16S rARN. En estos casos la hibridacion del ADN sigue siendo el
método de eleccion (Adékami et al., 2006).

Para esclarecer relaciones entre algunas especies dentro de un complejo se han
utilizado ademas, secuencias de otros genes menos conservados. Por ejemplo, M.
conceptionense se describid sobre la base de los resultados del anélisis de la secuenciacion
parcial del gen rpoB, permitiendo asi diferenciarlo de M. porcinum, la especie mas cercana



filogenéticamente (Adékami et al., 2006). Estudios similares lograron distinguir M.
aubagnense y M. phocaicum de M. mucogenicum (Adékami et al., 2006), asi como también
a M. salmoniphilum de M. chelonae (Whipps et al., 2007). En otros casos se han utilizado
regiones intergénicas (ITS) para esclarecer la identificacion de nuevas especies, como por
ejemplo M. heckeshornense y M. monacense (Reischl et al., 2006). En la caracterizacién de
M. rutilum fue necesario un andlisis filogenético de varios genes a la vez para demostrar
que se trataba de una nueva especie (Hennessee et al., 2009).

También la identificacion taxondmica de las micobacterias se puede realizar
analizando los acidos micolicos y acidos grasos presentes en la envoltura celular utilizando
técnicas cromatograficas como HPLC (High Performance Liquid Chromatography), TLC
(Thin-Layer Chromatography) o GC (Gas Chromatography). Determinando el perfil de los
acidos micolicos se pueden identificar mas de 45 especies de micobacterias (Ledo et al.,
2004).

En sintesis, para caracterizar una nueva especie aislada se aplican en conjunto tanto
métodos moleculares como bioquimicos y cromatograficos. Se deben determinar una serie
de caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de la colonia de micobacterias, el analisis de los
acidos micdlicos y acidos grasos por HPLC o TLC (Goodfellow y Magee, 1998), sumado
al estudio molecular de los distintos genes blancos (Whitman et al., 2012).

Es importante destacar que histéricamente ha habido muchos intentos de clasificar a
las micobacterias comenzando con la primera diferenciacion entre patdgenas y saprofitas,
mas tarde como tipicas y atipicas, oportunistas, no tuberculosas u otras. Estas
denominaciones si bien pueden provocar confusion debido a las diferentes interpretaciones
aun siguen siendo mencionadas. Intentos posteriores han recomendado clasificarlas en tres
grupos basandose en su significancia clinica (Portaels, 1995). El primer grupo comprende
especies patdgenas obligadas para humanos y animales: las especies que integran el
complejo M. tuberculosis, (M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. canetti, M. caprae,
M. microti, M. pinnipedii, M. orygis y M. mungi sp. nov) y las del complejo M. leprae (M.
leprae y M. lepraemurium). Las mismas generalmente no se encuentran en el ambiente y se
caracterizan por una alta virulencia aun en la forma latente durante un largo tiempo en un
huésped infectado. Aunque se ha reportado la presencia de ADN de M. leprae en muestras
de agua (Matsuoka et al., 1999) y de suelo (Lavania et al., 2008) en regiones endémicas lo



que indicaria un posible rol del medio ambiente en la dinamica de su trasmisién. El
segundo grupo comprende micobacterias potencialmente patdgenas para humanos y
animales, se aislan tanto de ambientes terrestres como acuaticos pudiendo, bajo ciertas
circunstancias, causar enfermedades en individuos que padecen afecciones cronicas o
trastornos en el sistema inmunoldgico. Ejemplo de éstas son: el complejo M. avium (MAC)
y el complejo MAIS (M. avium-intracellulare-scrofulaceum). Podrian considerarse como
un grupo de transicién entre micobacterias patdgenas y saprofitas, cuyo numero se
incrementa debido a las existencia de severas micobacteriosis en pacientes
inmunocomprometidos y los métodos cada vez mas sofisticados utilizados para su
diferenciacion (Kazda et al., 2009). El tercer grupo es el mas grande y comprende especies
saprofitas que no son patdégenas o lo son esporadicamente, son altamente resistentes a
condiciones adversas tales como la desecacion y presentan ademas resistencia natural a los
antibioticos (Vaerewijck et al., 2005).

Las especies del segundo y tercer grupo son las denominadas cominmente
micobacterias no tuberculosas (MNT), micobacterias atipicas, mycobacteria other than
tuberculosis (MOTT), o simplemente micobacterias ambientales (MA). Algunas de estas
terminologias, MOTT y MNT, como ya se menciond son confusas pues algunos miembros
de estos grupos pueden causar lesiones semejantes a la tuberculosis. Cabe destacar que no
presentan huésped animal primario, se encuentran en el polvo, suelo y agua, trasmitiéndose
por inhalacion, ingestion e inoculacion. No existe evidencia de transmision directa entre
individuos y las enfermedades que producen se conocen como micobacteriosis (Vaerewijck
et al., 2005).

2.3 Composicién y arquitectura de la envoltura celular micobacteriana

El género Mycobacterium se caracteriza por una pared celular de estructura
compleja y Unica, particularmente rica en lipidos, que representa alrededor del 30-60% de
su peso seco (Daffe y Draper, 1998). La envoltura celular de las micobacterias ha sido
considerada un factor de virulencia principal y por ese motivo ha sido ampliamente
estudiada.

De acuerdo a lo descripto por Guenin-Macé et al. (2009), la envoltura de las
micobacterias estd organizada en tres compartimentos superpuestos: (i) la membrana

plasmatica, (ii) el esqueleto de la pared celular y (iii) la “pseudo-capsula” (Fig. 1). Algunos
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investigadores han demostrado que M. tuberculosis posee una capa externa con propiedades
antifagocitarias muy similares a la capsula rica en polisacaridos de otros patogenos (Stokes
et al., 2004).
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Figura 1: Pared de micobacterias. MP: membrana plasmética; PG: peptidoglicano; AG: arabinogalactano; LAM:
lipoarabinomanano; LM: lipomanano; PAT: poliaciltrealosa; DAT: diaciltrealosa. Adaptado de Forrellad et al. (2013) y

http://egamor.blogspot.com.ar/2010/06/pared-celular-mycobacterium.html.

La membrana plasmatica es una bicapa asimétrica compuesta principalmente de
fosfolipidos y proteinas. Los principales acidos grasos son el acido palmitico (C16:0), acido
estedrico (C18:0), acido oleico (C18:1) y é&cido tuberculoestearico o acido 10-metil-
octodecanoico (19:0). Los fosfolipidos son derivados del acido fosfatidico, los mas
comunes son el fosfatidilglicerol,  difosfatidilglicerol,  fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol y el fosfatidilinositol manésido (PIM) (Daffe y Draper, 1998). Los
fosfatidilinositol mandsidos son propios de los actinomicetes. Estos son la base lipidica de
los lipoglicanos complejos: Lipoarabinomanano (LAM) y lipomanano (LM) (Gilleron et
al., 2001). Los LAM estan compuestos de mananos (Man) y arabinanos (Lee y Ballou,
1965) y tanto el tamafio como el grado de ramificacion del core de manosa son
dependientes de cada especie (Guerardel et al., 2002).

El esqueleto de la pared celular de las micobacterias estd compuesto por un
peptidoglicano unido covalentemente al arabinogalactano (AG), esterificado hacia la parte
externa con &cidos micolicos. El peptidoglicano, el AG y los acidos micolicos estan

presentes en todas las especies de micobacterias (Guenin-Macé et al., 2009).
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El peptidoglicano de las micobacterias difiere ligeramente del resto de las
eubacterias ya que presenta algunos residuos quimicos concretos y un nimero inusualmente
elevado de enlaces cruzados. Este estrato estd compuesto por una serie de unidades N-
glicosiladas de &cido muramico y N-acetilglucosamina, no acetiladas como en otras
bacterias, unidas en forma entrecruzada por cadenas del tetrapéptido L-alanil-D-
isoglutamil-meso-diaminopimetil-D-alanina (Guenin-Macé et al., 2009). El grado de
reticulacion del peptidoglicano de M. tuberculosis es de 70-80%, mientras que en E. coli es
de 20-30% (Barrera, 2007). Se considera que el peptidoglicano es el responsable de la
rigidez de la envoltura de las micobacterias y de la forma bacteriana caracteristica (Brennan
y Nikaido, 1995).

La presencia de AG es especifica de las micobacterias. Este heteropolisacarido esta
compuesto por unidades D-arabinofuranosil y D-galactofuranosil (Daffe et al., 1990). La
cadena arabinano esta compuesta por unidades arabinosil unidos por uniones o (1—5) con
ramificaciones en posicion 3 y unido al nucleo de galactano. La parte galactano del AG esta
unido al C-6 de algin residuo muramil del peptidoglicano a través de un puente
diglicosilfosforil (Brennan y Nikaido, 1995). Aproximadamente 2/3 de las unidades de
penta-arabinosa estan esterificadas por acidos micolicos (McNeil y Brennan, 1991).

La produccién de acidos micdlicos es especifica de los miembros del suborden
Corynebacterineae. Los acidos micélicos de micobacterias y corinebacterias difieren tanto
en la longitud, como en las modificaciones y ramificaciones de la cadena (Barry et al.,
1998). Estos acidos grasos particulares de alto peso molecular también son especificas de
especie (Ledo et al., 2004; Whitman et al., 2012) y son los responsables de la baja
permeabilidad y fluidez de la envoltura celular de las micobacterias (Liu et al., 1996).

Ademas de la composicion lipidica del esqueleto de la pared celular y la capa
externa que asemeja a una capsula, la envoltura de las micobacterias contiene lipidos que
estan asociados con estos elementos estructurales a través de uniones hidrofébicas. La
naturaleza y composicion de estos lipidos unidos no covalentemente, en la interfase entre
bacterias y huésped, varia entre las especies de micobacterias. En las micobacterias de lento
crecimiento se pueden dividir en dos tipos: lipidos de fthiocerol y de trehalosa. Los lipidos
de trehalosa estdn compuestos de varios &cidos grasos que esterifican la trehalosa, la cual
estd formada por dos unidades de glucosa unidas por uniones a (1—1). Ejemplo de ellos
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son el sulfolipido 1 (SL-1), las diaciltrealosas (DAT) y poliaciltrealosas (PAT) (Daffe y
Draper, 1998).

La familia de lipidos del fthiocerol comprende fthiocerol dimycocerosatos (DIM), y
fenolfthiocerol dimycocerosatos o glicolipidos fendlicos (PGL), los cuales solamente estan
presentes en micobacterias de crecimiento lento (M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis, M.
ulcerans, M. marinum, M. microti, M. kansasii, M. gastri, M. canetti). El fthiocerol
dimycocerosato desempefia un rol critico en la permeabilidad de la pared celular,
sensibilidad a los detergentes y proteccién contra la actividad bactericida de los macréfagos
del huésped (Camacho et al., 2001; Rousseau et al., 2004).

También existen proteinas intercaladas en la pared micobacteriana que podrian ser
exportadas o ser residentes, y algunas intervienen en la sintesis de la pared durante la vida
del bacilo. Hay ademas ciertas proteinas llamadas porinas que forman canales hidréfilos
permitiendo el paso pasivo de solutos acuosos a través de la capa de &cidos micdlicos. Las
porinas de las micobacterias parecen ser diferentes a las de bacterias Gram negativas
(Barrera, 2007).

Al parecer cuando se cultiva a M. tuberculosis en medios liquidos estaticos o en el
interior de una célula humana éste desarrolla una cépsula no consolidada que se separa
facilmente exponiendo una superficie lipofilica. Si bien estos componentes se reconocian
en los filtrados de cultivo, su estructura y ubicacion se han especificado recientemente
(Barrera, 2007).

La capsula, con funcion protectora y bioactiva esta principalmente constituida por
polisacaridos, proteinas y por pequefias cantidades de lipidos internos que estan
aparentemente en rotacion constante (Daffe y Etienne, 1999; Barrera, 2007). Estos
constituyentes pueden ser liberados in vivo dentro de las células infectadas del huésped. Los
principales elementos polisacaridos son el glucano, de estructura muy similar al glucégeno,
arabinomananos y mananos (Lemassu y Daffe, 1994). Asimismo, las proteinas principales
de la capsula son las de 19KDa y las del complejo antigeno 85 (Belisle et al., 1997).

2.4 Factores de virulencia

En los afos recientes, ha habido considerables avances sobre las bases moleculares
de la patogenicidad, virulencia y persistencia de las micobacterias en el huésped. Una
contribucion significante ha sido la identificacion de genes de virulencia esenciales
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(Forrellad et al., 2013). En el caso de Mycobacterium la mayoria de los genes de virulencia
codifican enzimas que intervienen en varias rutas de sintesis de lipidos, proteinas de la
superficie celular, proteinas reguladoras y proteinas de los sistemas de transduccion de
sefiales. Otro grupo de relevancia son los genes implicados en la supervivencia
micobacteriana dentro del microambiente agresivo de los macréfagos del huésped. Ademas,
muchos lipidos que forman parte de la envoltura celular y que se encuentran unidos a
grupos azucares (glicolipidos) presentan estructuras sumamente especificas e inductoras de
una respuesta inmunosupresora (Borrero et al., 2011).

Muchos de los genes de virulencia de las especies del complejo M. tuberculosis
también estan presentes en micobacterias no patdgenas. Estos hallazgos podrian sugerir que
las especies patogenas han adaptado sus genomas a partir de un estilo de vida endocelular
desarrollado en condiciones ambientales, con una adquisicion minima de genes de
virulencia exclusivos. Sin embargo, definir un gen como virulento dentro del genoma
micobacteriano es algo complejo, sumado a la existencia de un creciente nimero de
especies patdgenas oportunistas y a la presencia de individuos altamente susceptibles
(Forrellad et al., 2013).

2.4.1 Componentes de la envoltura celular

Los componentes mayoritarios de la envoltura de las micobacterias son lipidos
asociados a carbohidratos (glicolipidos), fosfolipidos glicosilados o carbohidratos
complejos sustituidos con acidos micolicos o péptidos. Las porciones glicosiladas de estas
moléculas son importantes en la interaccion con los componentes de la respuesta inmune
innata y especifica del huésped (Ehlers y Daffe, 1998). En las células eucariotas los
glicolipidos, participan en mecanismos de comunicacion celular, pero en los
microorganismos se les considera factores de virulencia (Varki et al., 1999).
2.4.1.1 Glicopeptidolipidos (GPLs)

Los GPLs son una clase de glicolipidos producidos por varios miembros de las MA
y son constituyentes predominantes de la envoltura celular, altamente antigénicos serovar
especificos (Schorey y Sweet, 2008). Se ha descripto que expresan GPLs las micobacterias
de répido crecimiento asociadas con enfermedades humanas, tales como M. abscessus y M.
chelonae, (Howard y Byrd, 2000; Ripoll et al., 2007), otras potencialmente patdgenas de
animales que incluyen M. porcinum y M. senegalense (Lopez Marin et al., 1993; Howard y
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Byrd 2000; Ripoll et al., 2007), micobacterias de crecimiento rapido saprofiticas como M.
smegmatis, asi como también miembros del complejo M. avium (MAC), responsables de
infecciones diseminadas en pacientes con SIDA e infecciones pulmonares en pacientes HIV
negativos (Horsburgh, 1999; Field et al., 2004; Wagner y Young, 2004).

En M. smegmatis y M. avium se ha observado una motilidad de deslizamiento o
“sliding”, que se pone de manifiesto como halos de capas multiples sobre las superficies del
agar y que se asocia a la presencia de GPLs (Martinez et al., 1999; Recht et al., 2001). Esta
motilidad de deslizamiento también parece estar relacionada con la capacidad de formacion
de biofilms tanto sobre superficies de PVC en sistemas de distribucién de agua potable
como in vitro (Carter et al., 2003). Estas dos propiedades parecen participar en la virulencia
micobacteriana, ya que su presencia en el agua potable se relaciona con la principal fuente
de infeccion (Hilborn et al., 2006) y su motilidad puede contribuir a la invasion de células
epiteliales después de la ingestion o la inhalacion (Yamazaki et al., 2006).

Las investigaciones realizadas por Yamazaki et al. (2006) encontraron correlacién
entre la formacién de biofilms y la virulencia. Todas las cepas de M. avium que se aislaron
de pacientes con SIDA formaron biofilms sobre pléastico PVC y expresaron GPLs. Ademas,
M. avium fue capaz de unirse y traslocarse a través del epitelio, mientras que mutantes
defectivas en la formacidn de biofilms y biosintesis de GPLs disminuyeron su capacidad de
traslocacion, pudiendo esta caracteristica ser relevante en la colonizacién bacteriana
(Yamazaki et al., 2006a).

Por Gltimo se ha tratado de elucidar la capacidad inmunomoduladora de los GPLs
observandose que son capaces de estimular la liberacién de mediadores proinflamatorios.
Pero parece ser que ello depende de su estructura especifica ya que ciertos GLPs son
proinflamatorios mientras que otros no lo son (Barrow et al., 1995; Sweet y Schorey,
2006).
2.4.1.2 Lipomananos y Lipoarabinomananos

Lipoarabinomananos (LAM), lipomananos (LM) vy fosfatidil-myo-inositol
manosidos (PIMs) se encuentran intercalados en la pared celular bacteriana. LM y LAM
son los lipoglicanos mayores que estan unidos no covalentemente a la membrana
plasmatica anclado a través de su fosfatidil-myo-inositol y extendido hacia el exterior de la
pared celular (Besra y Brennan, 1997; Belanger e Inamine, 2000; Nigou et al., 2003). Se
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cree que estas moléculas complejas son importantes tanto para la fisiologia de la bacteria
como también para la modulacion de la respuesta del huésped durante la infeccion. Estos
lipoglicanos complejos parecen promover la supervivencia de las micobacterias,
interactuando con diferentes células del huésped, regulando la produccién de citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias, inhibiendo la actividad microbicida de los macrofagos e
impidiendo la proliferacion de los linfocitos T. Las LAMs se han aislado a partir de
especies de rapido y lento crecimiento, sus propiedades dependen de sus respectivas
caracteristicas estructurales y se constituyen por tres dominios: el fosfatidil-myo-inositol,
una columna de polisacaridos y motivos terminales o de “capping” (Chatterjee y Khoo,
1998).

El LAM puede clasificarse en tres principales familias estructurales acorde al
motivo de su “cap” terminal: LAM con terminaciones de manosa o0 ManLAM (presente en
M.tuberculosis, M.leprae, M. avium y M. kansassi), LAM con terminaciones de fosfo-myo-
inositol o PILAM (presente en M. smegmatis y M. fortuitum). LAM sin “cap”o AraLAM
(presente en M.chelonae). Estas variantes estructurales, producidas por distintas especies de
micobacterias, difieren en sus propiedades inmunomoduladoras (Guenin-Macé et al.,
2009). Se admite actualmente que PILAM de las especies avirulentas son pro-
inflamatorios, mientras que ManLAM son anti-inflamatorios (Nigou et al., 2002; Dulphy et
al., 2007).

Otra estrategia de supervivencia de las micobacterias patdgenas asociadas al poder
inmunomodulador de ManLAM es la inhibicion de la apoptosis tanto de macr6fagos como
de células dendriticas (Mustafa et al., 2001).

Finalmente, también se ha sugerido que ManLAM inhibe la fusion del fagosoma al
lisosoma, lo que impediria que éste vertiera sus agentes oxidantes y diversas enzimas liticas
sobre las MNT que se reproducen intracelularmente (Briken et al. 2004). Se ha propuesto
que ManLAM directamente inhibe el incremento de la concentracidn citosolica del i6n
Ca*?, y como éste serfa un mediador central llevaria a la inhibicién de tres importantes
respuestas del macréfago a la infeccion: maduracion del fagosoma, apoptosis y produccion
de y-INF (Briken et al., 2004).

2.4.1.3 Acidos micélicos
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Los acidos micélicos representan un tercio de la masa seca de la envoltura celular y
corresponden a cadenas de &cidos grasos de alto peso molecular, esterificados a los
arabinogalactanos de la pared. Confieren al microorganismo una gran resistencia al dafio
quimico y a la deshidratacion, asi como baja permeabilidad a diversos antibi6ticos
lipofilicos, y proteccion frente a defensinas y lizosimas (Gao et al., 2003). Por lo cual
representan un componente importante del complejo de la pared celular micobacteriana,
que proporciona la primera linea de defensa contra las condiciones ambientales
potencialmente letales.

Se ha podido comprobar que la modificacion de un sitio especifico en estos acidos
de la pared podria ser un determinante importante en la interaccion entre las micobacterias
y el huésped, dado que alguna de estas modificaciones estan ausentes en micobacterias no
patdgenas (Glickman et al., 2000; Forrellad et al., 2013). También se ha sugerido que estas
modificaciones, por ciclopropanacion de los acidos micolicos, puede estar asociada con un
aumento en la resistencia al estrés oxidativo (Yuan et al., 1995).

El denominado factor cuerda o trehalosa 6,6- dimicolato (TDM) es una molécula
mixta que en su estructura posee dos &cidos micdlicos y se encuentra en la capa periférica
de la envoltura celular. Es abundante en todas las micobacterias patdgenas y recibe ese
nombre debido a que las micobacterias provenientes de cultivos se observan
microscopicamente formando agregados semejantes a cordones. Se considera que el factor
cuerda estimula la actividad de la enzima que hidroliza al dinucle6tido de nicotinamida y
adenina (NADasa) en el huésped, lo que trae como consecuencia la disminucién en la
cantidad de coenzima NAD (Vergne y Daffe, 1998). Esta coenzima es comun en las
reacciones catabolicas de Oxido-reduccion, y la ausencia de NAD interrumpe la cadena
respiratoria en la mitocondria de las células (Verne y Daffe ,1998).

El factor cuerda también se ha asociado a la inhibicion de la fusion de los lisosomas
con los fagosomas en los macrofagos, fendmeno que se considera clave para la
supervivencia de M. tuberculosis en estas células (Axelrod et al., 2008).
2.4.1.4 2,3-Di-O-aciltrehalosa (DA)T

Este compuesto es un glicolipido localizado en la capa exterior de la envoltura

celular cuya estructura estd formada por dos cadenas de acidos grasos y dos a-glucosas.
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Como no se encuentra unido covalentemente al peptidoglicano, puede interactuar con las
células del huésped (fagociticas o no) e insertarse en sus membranas, alterando su
funcionamiento global. Estudios realizados con M. fortuitum han revelado que estos
residuos inducen una respuesta humoral y ejercen una accion inhibitoria en cuanto a la
proliferacion de linfocitos T mediada por mitdgenos (Saavedra et al., 2001).

Algunos otros glicolipidos suprimen la funcién de los linfocitos T, lo que afecta
tanto a las células citotoxicas como a las CPAs; los mecanismos implicados incluyen la
interferencia del proceso de presentacion y la liberacion de factores inhibidores tales como
la PGE-2 (prostaglandina E-2) (Barrow et al., 1995).

2.4.2 Micolactonas:

Una caracteristica distintiva de la especie patdgena M. ulcerans, agente etioldgico
de la enfermedad “Ulcera de Buruli”, infeccion crénica y debilitante de la piel y tejidos
blandos, es la produccion de micolactona, un policétido macrociclico con propiedades
citopaticas e inmunomoduladoras (Demangel et al., 2009). Otras micobacterias,
relacionadas genéticamente con M. ulcerans (Yip et al., 2007), que causan enfermedades
ulcerativas en peces (M. marinum) y ranas (M. liflandii) producen moléculas similares a la
micolactona (Mve-Obiang et al., 2003; Trott et al., 2004; Rhodes et al., 2005; Ranger et al.,
2006, Kishi, 2011). Ademas estas cepas comparten un plasmido productor de variantes
estructurales de micolactonas, comparable al presente en M. ulcerans (Yip et al., 2007).

Actualmente se han identificado cinco estructuras moleculares distintas (A/B-F) que
incluyen variantes producidas por aislados clinicos de M.ulcerans de distintos origenes
geograficos. Las variantes difieren en la estructura de la cadena lateral y muestran una
actividad bioldgica diferente sobre las células eucariotas (Mve-Obiang et al., 2003; Hong et
al., 2008). ElI mecanismo de secrecion de micolactonas aun no esta claramente descripto,
pero hay evidencias que esta toxina se exporta a través de la envoltura bacteriana y se
acumula en la matriz extracelular (Marsollier et al., 2007).

Se ha encontrado que las micolactonas de M.ulcerans son capaces de suprimir la
maduracion de las células dendriticas e inhibir de manera selectiva la produccion de
citoquinas proinflamatorias (Coutanceau et al., 2007). Las micolactonas también son

potentes inhibidores de la produccién de FNT-a por macrofagos. En particular, los niveles
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de produccion de FNT-a por macrofagos infectados se correlaciona con la
citotoxicidad/virulencia de las cepas de M. ulcerans (Torrado et al., 2007).
2.4.3 Fosfolipasas

La fosfolipasa C (PLC) juega un rol importante en la virulencia de varias bacterias.
M. tuberculosis posee cuatro genes que codifican las posibles fosfolipasas C, plcA, plcB,
plcC y plcD (Raynaud et al., 2002). Las fosfolipasas manifiestan un amplio espectro de
efectos que incluyen desde alteraciones menores en la membrana celular hasta fenémenos
letales. Estas enzimas se dividen en cuatro grupos: Al, A2, C y D, dependiendo de la
posicion del enlace que hidrolizan en la molécula de sustrato (Raynaud et al., 2002). Las
actividades tanto de fosfolipasa C (PLC) como de fosfolipasa D (PLD) se han descripto en
varias especies de micobacterias y han mostrado una participacion en la patogenia de las
micobacteriosis. Sin embargo, a pesar de que la actividad de PLD se ha detectado tanto en
especies virulentas como en saprofitas, la actividad de PLC y esfingomielinasa parecen
estar restringidas a especies patogenas (Johansen et al., 1996). Por ejemplo, los extractos de
células de M. tuberculosis y M. ulcerans, contienen tanto actividades PLD y PLC, mientras
que solo se ha reportado la actividad PLD en extractos de células de la especie apatdgena
M. smegmatis (Johansen et al., 1996; Gomez et al., 2000).

La PLC también se ha reportado en extractos de MA patégenas tales como M.
avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. ulcerans y M. marinum, proponiéndose que
propicia la degradacion de la membrana del fagosoma y la modulacion de la respuesta
inmune, via la activacion de la cascada del acido araquidénico. Su expresion aumenta en
macrofagos infectados, lo que sugiere algln papel relevante en la patogénesis (Raynaud et
al., 2002; Stamm y Brown, 2004).

2.4.4 Inhibicion de la formacion del fagolisosoma

La infeccion por micobacterias patdégenas depende de la entrada y multiplicacion en
fagocitos mononucleares. Se ha establecido que una variedad de especies virulentas tales
como M. tuberculosis, M. marinum, M. avium y M. bovis BCG, residen en un
compartimento fagosomal privilegiado (Guenin-Macé et al., 2009). En los fagosomas de
macrofagos que contienen micobacterias falla la fusion con los lisosomas y la maduracion

para convertirse en fagolisosoma (Vergne et al., 2004). Los fagosomas micobacterianos
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exhiben acidificacion limitada, ausencia de hidrolasas lisosomales (Malik et al., 2000;
Malik et al., 2001) y muestran aberraciones en el trafico de marcadores de membrana.

A pesar de no poderse fusionar con los lisosomas, los fagosomas micobacterianos
permanecen dinamicos, segun lo sugerido por el acceso de las micobacterias al hierro unido
a transferrina de la via de reciclaje endosomal y al trafico de receptores de transferrina
(Clemens y Horwitz, 1996; Russell et al., 1996).

El ManLAM de M. tuberculosis inhibe la maduracion del fagosoma (Fratti et al.,
2003). Los lipoarabinomananos son liberados en los fagosomas que contienen
micobacterias y se intercalan en varias endomembranas de los macréfagos infectados. Esta
insercion es un prerrequisito para el arresto fagosomal (Welin et al., 2008).

Otros lipidos micobacterianos, como el glicolipido 6,6"-dimicolato de trealosa
(TDM), intervienen en la inhibicion de la maduracién del fagosoma. Es interesante que la
funcién virulenta del TDM sea superada por la induccion de la enzima éxido nitrico
sintesasa mediada por el y-IFN en la célula huésped (Axelrod et al., 2008).

Sumado a la inhibicién de la maduracion fagosémica, las micobacterias vivas de las
especies M. tuberculosis, M. marinum y M. leprae, pueden escapar al citosol, siendo un
requisito para ello dicha inhibicion (Castafio y Rojas, 2010).

También han descripto una serina/treonina quinasa, PknG, de micobacterias
patdgenas que podrian modificar las proteinas del huésped implicadas en el control de las
vias del trafico intracelular a partir de los fagosomas que contienen micobacterias vivas
(Vergne et al., 2005). Esto demuestra que el arresto fagosomal parece ser un fendmeno
complejo donde se involucran mualtiples genes micobacterianos (Pethe et al., 2004).

2.4.5 Escape del fagosoma

Se ha demostrado que algunas cepas de M. marinum, son capaces de inducir la
polimerizacion de actina activamente dentro de los macrofagos. Estos hallazgos demuestran
que M. marinum puede escapar del fagosoma al citoplasma de los macréfagos infectados,
en los que puede reclutar factores citoesqueléticos de la célula huésped para inducir la
polimerizacion de actina que lleva a la propagacion de célula a célula. Este mecanismo ya
se ha descripto en otros microorganismos de vida endocelular que incluyen Listeria
monocytogenes, Shigella flexneri y Rickettsia rickettsii (Goldberg, 2001). La propagacion
directa entre célula y célula permite a estos patogenos eludir de cierta manera al sistema
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inmune del huésped, por ejemplo a la accién del complemento y a los anticuerpos (Stamm
et al., 2003).

Van der Wel et al. (2007) han observado que los lisosomas rapidamente se fusionan
con los fagosomas que contienen cepas virulentas de M. tuberculosis y M. leprae en
macrofagos y células dendriticas derivadas de monocitos humanos y después escapan del
fagolisosoma al citosol en células no apoptéticas. Esta entrada al citosol no fue observada
en el caso de M. bovis BCG y se describid que es dependiente de los productos genicos
micobacterianos CFP-10 (10-kDa Culture Filtrate Protein) y ESAT-6 (6-kDa Early
Secretory Antigenic Target), implicados en la motilidad ya expuesta para M. marinum (Gao
et al., 2006; Gao et al., 2004).

Recientes evidencias muestran que las micobacterias han desarrollado un sistema de
secrecidn especializado para el transporte de proteinas a través de la pared celular altamente
impermeable e hidrofébica denominado sistema de secrecion tipo VII (T7SS) (Forrellad et
al., 2013). M. marinum posee un T7SS muy similar al de M. tuberculosis, y se ha
demostrado su localizacién polar en el bacilo por microscopia electrénica y confocal
(Carlsson et al., 2009). Similares resultados han sido obtenidos en M. smegmatis (Wirth et
al., 2012). ESAT6 y CFP10 son dos proteinas importantes secretadas por el T7SS,
localizadas en el locus de virulencia llamado RD1 (Region of Difference 1), que ademas de
estar presente en M. tuberculosis, también se encuentra en M. bovis, M. kansasii, M.
marinum, M. africanum, M. leprae (Berthet et al., 1998; Harboe et al., 1996), M. zulgai y
M. riyadhense (van Ingen et al., 2009) y ausente en M. bovis BCG y M. microti (Berthet et
al., 1998; Harboe et al., 1996).

2.5  Micobacteriosis

La Organizacion Mundial de la Salud define a la micobacteriosis, como la infeccion
bacteriana producida por micobacterias no tuberculosas o micobacterias ambientales
(WHO, 2004).

Entre las caracteristicas mas importantes que distinguen a las MA y que las
diferencian de las patégenas obligadas, son la baja virulencia y la falta de transmision de
persona a persona. Sin embargo, no se debe subestimar su patogenicidad especialmente en

el huésped inmunocomprometido. Son patdgenos oportunistas, su fuente de infeccién es el
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medio ambiente y la transmision se produce por ingestién o inhalacién de agua, particulas,
aerosoles o por un trauma (Falkinham, 2003).

La presentacion historica de las enfermedades por MA ha ido cambiando, tanto en
personas mayores como en nifios con enfermedades predisponentes (Falkinham, 2003).

Las infecciones diseminadas producidas por MNT fueron reconocidas por primera
vez en pacientes inmunocomprometidos, posteriormente identificadas como una
complicacién comun de pacientes con SIDA avanzado y como una de las principales causas
de muerte entre la poblacion con HIV. Desde los afios 80 estudios clinicos y de laboratorio
mostraron un incremento en la prevalencia de personas con enfermedades pulmonares por
MNT mientras que durante el mismo periodo se reportdé un continuo declive en la
incidencia y prevalencia de la tuberculosis (WHO, 2004).

Al tratarse de enfermedades que no requieren una declaracion obligatoria no se
disponen de datos precisos, aunque se ha observado una reduccién de las micobacteriosis
en pacientes infectados por HIV, respecto a las nuevas manifestaciones en individuos con
inmunosupresion iatrogénica subyacente (Tortoli, 2006; Browne et al., 2012).

Es necesario destacar que, conjuntamente con el aumento de la frecuencia de
aislamientos de MNT, se van describiendo nuevas especies susceptibles de producir
patologia en humanos. Mas de un tercio de la totalidad de especies descriptas de
micobacterias pueden ser patdgenas oportunistas. Se han aislado de pacientes que sufren
diferentes afecciones y la mayoria se han recuperado de variados habitats ambientales
(Kazda, 1983; Covert et al., 1999; Oriani y Sagardoy, 2002; Falkinham, 2009), como asi
también se han caracterizado los distintos factores de riesgo (Falkinham, 2009).

El pulmén es el 6rgano mas frecuente infectado por MA y las manifestaciones
clinicas se asemejan a las observadas en los casos de tuberculosis. Se han descripto como
agentes etioldgicos de infecciones pulmonares mas frecuentes a las cepas del complejo
MAC y M. kansasii (Falkiman et al., 2001; Katoch, 2004).

Las micobacterias patdgenas oportunistas también se han identificado como agentes
etiologicos de infecciones extrapulmonares, implicando a glandulas linfoides, piel, huesos,
tejidos blandos o heridas. Sus patologias presentan diversas sintomatologias y se pueden
manifestar tanto localizadas como diseminadas, dependiendo de la predisposicion y de las
condiciones del sistema inmunoldgico del paciente. Se pueden considerar de acuerdo a las
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evidencias descriptas que existe una notable variabilidad geografica en cuanto a la
prevalencia de las especies responsables (Theodorou et al., 2001; Katoch, 2004).

En el caso de nifios con linfadentitis cervical, los datos recopilados han expuesto
que la especie micobacteriana predominante aislada a partir de nddulos linfaticos era M.
scrofulaceum hasta 1980 aproximadamente, cuando M. avium comenzo a ser la especie mas
frecuente (Wolinsky, 1995).

Sumado a ello, en los ultimos afios se han reportado infecciones por MA como
resultado de procedimientos quirdrgicos o estéticos (mesoterapia, cirujias, tatuajes,
fotorrejuvenecimiento, entre otros) sin una aparente causa predisponente (Cooksey et al.,
2004, Garcia-Navarro et al., 2008; Herreros et al., 2009; Garcia et al., 2010, Culton et al.,
2013), asi como en aquellos individuos con habitos de alcoholismo y el tabaco (Falkinham,
2009).

Si bien la totalidad de las MA patogenas pueden causar infecciones cutaneas y de
tejidos blandos, las mas frecuentes son M. marinum, M. ulcerans y las de crecimiento
rapido M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus (Alcaide y Esteban, 2010). Las
micobacteriosis cutaneas suelen producirse por la exposicion de heridas traumaticas o
quirargicas al agua, por productos contaminados con MNT, o bien por enfermedad
diseminada, especialmente en los pacientes inmunodeprimidos (Alcaide y Esteban, 2010).

La mayoria de las micobacteriosis cutdneas estan causadas por especies de
distribucion mundial. Sin embargo, otras tienen una delimitacion geografica, como M.
ulcerans, que produce una infeccion cutinea endémica, sobre todo en Africa central y
occidental (Ulcera de Buruli) y Australia (Ulcera de Bairnsdale), donde se considera la
tercera enfermedad micobacteriana mas frecuente después de la tuberculosis y la lepra. La
Ulcera de Buruli es una enfermedad necrotizante progresiva de la piel que afecta
principalmente a nifios, produciendo Ulceras masivas que si no se tratan pueden causar
desfiguraciones permanentes e incapacidad (Kishi, 2011).

Es de destacar que algunas investigaciones indican que ciertos insectos acuaticos y
mosquitos podrian albergar M. ulcerans en sus glandulas salivares y transmitir la
enfermedad (Marsollier et al., 2002; Kishi, 2011).

El patron cambiante de la enfermedad por MNT y el aumento de la prevalencia
podria asociarse a la capacidad de estos patdgenos para sobrevivir y proliferar en ambientes
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gue comparten con los seres humanos, tales como los sistemas de distribucion del agua
potable, sumado a la longevidad de la poblacion y un aumento en la proporcion de
individuos inmunosuprimidos, con el agravante de la resistencia natural que presentan a los
antibioticos de amplio espectro (Falkinham, 2003).

Aunque las MNT causan una gran variedad de enfermedades humanas, los datos
sobre la incidencia de dichas infecciones todavia no existen, debido principalmente a la
ausencia de estudios epidemioldgicos sistematicos, falta de definiciones estandar de casos y
la no identificacion exacta de las micobacterias. Por otra parte, las manifestaciones clinicas
inespecificas, la falta de familiaridad con estas infecciones y los servicios de laboratorio
inadecuados hacen que el diagnostico definitivo de la enfermedad por MA a menudo se
retrase o incluso sea imposible. La correlacion de las pruebas de sensibilidad in vitro con el
resultado clinico, la composicion y la duracion de los regimenes de tratamiento y el uso de
la cirugia u otros enfoques terapéuticos ain no estan definidos para la mayoria de especies
de MA implicadas en enfermedades humanas. Se necesitan investigaciones y ensayos
controlados coordinados por laboratorios multicéntricos para mejorar el diagnostico de las
micobacteriosis (Piersimoni y Scarparo, 2009).

2.6 Habitat de las micobacterias ambientales

A fin de determinar el habitat de las MA se han realizado numerosos estudios. Estos
microorganismos se pueden encontrar en aguas naturales, en sistemas de distribucion de
agua de red, tanto de hogares como de hospitales, piscinas, acuarios, agua de lluvia, nieve,
suelos, polvo y aerosoles. Es propicio establecer qué tipo de ambiente contribuye a su
proliferacion y cuales simplemente actdan como vector de las micobacterias (Kazda et al.,
2009). En el polvo o aire no pueden multiplicarse por lo cual s6lo se consideran
contaminantes. En cambio si pueden replicarse en agua de rio, agua estancada o fango,
formando parte de la microbiota o bien por contaminacion con aves o polvo. La
multiplicacion es seguida de una fase estacionaria donde algunas bacterias se asientan y
sobreviven en el barro (Kazda, 1983). En el suelo seco no tendria lugar la multiplicacién de
las micobacterias debido a la falta de humedad, aunque en nuestro laboratorio se ha aislado
M. kansasii de suelos arenosos del oeste pampeano (Oriani y Sagardoy, 2002) y otras
micobacterias en los suelos de la provincia de Chaco (datos ain no publicados). En suelos

himedos o inundados las micobacterias pueden crecer cuando las condiciones de humedad
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y temperatura son adecuadas. En cuanto a las aguas de rio podemos decir que las
micobacterias se hallan en transito ya que su habitat seria la capa gris de musgo de la cual
se desprenderian (Kazda, 1983).

Los diferentes nichos ecoldgicos que podrian albergar micobacterias se caracterizan
porque los factores bidticos y abidticos estan en continuo cambio, por lo tanto el hallazgo
de las micobacterias es variable. En los cuerpos de aguas naturales, la proliferacion de
micobacterias se ve favorecida por el contenido de materia organica como los acidos
hamicos, bajos valores de pH y bajo contenido de oxigeno disuelto. Estas condiciones
ejercen una presion de seleccion favoreciendo a las micobacterias respecto de otros
microorganismos de rapido crecimiento (Kirschner et al., 1999; Vaerewijck et al., 2005).
La hidrofobicidad que presentan le permite colonizar la interfase aire-agua Yy
posteriormente desprenderse y propagarse por aerosoles, siendo ésta la principal forma de
propagacion (Vaerewijck et al., 2005).

Uno de los factores importantes a tener en cuenta es la temperatura de los ambientes
acuaticos ya que regula la multiplicacion de las mismas. Temperaturas entre 17°y 22, 5 °C
favorecen la multiplicacion de distintas especies de micobacterias, mientras que a 15 °C se
detiene el crecimiento, observandose una gradual reduccion entre 9° y 4 °C (George et al.,
1980). Es de destacar que M. ulcerans se reproduce entre 29° y 32 °C, mientras que M.
xenopi puede hacerlo a 42°C. Ademas se ha descripto que M. avium, M. scrofulaceum, M.
kansasii y M. xenopi se han recuperado de sistemas de distribucion de agua caliente que
oscilaban entre 52 y 57 °C. En cuanto a M. avium subespecie paratuberculosis se ha
comprobado que es capaz de soportar tratamientos térmicos aplicados a la leche para
consumo humano, sobrevive a 71,7°C por 15 segundos (Grant et al., 2002)

Otro factor determinante en el desarrollo bacteriano es el pH. Es reconocido que las
micobacterias saprofitas pueden desarrollarse en un amplio rango de pH entre 3 y 10, a
medida que las bacterias son patégenas oportunistas u obligadas disminuye el rango de pH
en el que pueden desarrollarse. Por ejemplo M. smegmatis puede crecer entre pH 3,5 a 9,5,
M. avium en un intervalo de 4 a 7,5, M. kansasii entre 5 a 7,5 y M. tuberculosis entre 6 y
6,5 (Kazda, 1983).

Por otra parte, es importante destacar que algunas micobacterias ambientales son
capaces de crecer dentro de las amebas de vida libre (Miltner y Bermudez, 2000) y de
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ciliados (Thomas y McDonnell, 2007). Se ha sugerido que esta propiedad puede
proporcionar un refugio Util en el medio ambiente cuando las condiciones se deterioran. Si
bien la transmision ambiental dentro de amebas es una posibilidad, no queda claro si las
amebas, o cualquier otro protozoo, juegan un papel en la patogénesis o la epidemiologia de
las enfermedades micobacterianas (Briansesco et al., 2010).

Debido a su tamafo, las amebas son mas propensas a colonizar los sistemas de
distribucion de agua potable filtrada o sistemas en los que se ha producido un fallo en el
tratamiento del agua. Algunos estudios sugieren que la filtracién puede reducir las MNT en
los sistemas de distribucion mediante la eliminacion de micobacterias asociado con las
particulas que contribuyen a la turbidez en el agua de origen (Falkinham et al., 2001).

Interesantemente, se ha observado que el crecimiento intracelular de M. avium tanto
en macrdfagos como en amebas de vida libre resulta en un aumento de la virulencia (Cirillo
etal., 1997) y la resistencia a los antibidticos (Miltner y Bermadez, 2000).

Las micobacterias pueden constituirse como parte natural del ecosistema o
probablemente las actividades humanas influencien en su distribucion y prevalencia en el
medio ambiente. Un claro ejemplo es el tratamiento de los suministros de agua potable con
cloro u otros desinfectantes que puede conducir a la seleccion de MA (Norton y
LeChevallier, 2000). En efecto, se ha demostrado que estos microorganismos son
resistentes al ozono y a desinfectantes a base de cloro (Taylor et al.,, 2000). Las
micobacterias pueden resistir concentraciones de cloro libre de 0,3 pg mL™ durante 60 min.
Mas del 80 % de los cultivos de M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae y M.
scrofulaceum sobreviven 10 min de exposicion a 0,2 ug mL™ de cloro libre (Dailloux et
al., 1999; Falkinham et al., 2001).

El nimero de micobacterias parece ser mas elevado en los sistemas de distribucion
de agua que en la muestra colectada inmediatamente despues del tratamiento, sugiriendo
que son capaces de multiplicarse a lo largo del sistema de distribucion (Norton et al., 2004).
Esto puede explicarse porque las micobacterias son capaces de formar biofilms y persistir
en un sistema de fluidos a pesar de su lento crecimiento. La elevada hidrofobicidad de la
pared celular de las micobacterias favorece la adhesion, la resistencia a desinfectantes y a
metales pesados, como asi también la capacidad para formar biofilms en un variedad de
superficies organicas (plasticos, PVC, caucho, silicona, celulosa) e inorgénicas (cobre,

26



vidrio) (Ledo et al., 2004). Debemos considerar ademas, la capacidad que presentan para
crecer a bajas concentraciones de carbono, lo que las hace importantes competidores en
condiciones de oligotrofia como lo son los sistemas de abastecimiento de agua de red
(Norton et al., 2004).

Numerosos investigadores han tratado de elucidar las causas que llevan a que el
agua tratada, luego de su entrada al sistema de distribucidn, llegue al consumidor con una
calidad disminuida y la posibilidad de estar contaminada con patdgenos oportunistas, en
este caso con MA (Liu et al., 2012; Liu et al., 2013). Para entender el microambiente
generado en el sistema de distribucién de agua de red se puede observar la Figura 2. El
agua es considerado un vehiculo de particulas, microorganismos y nutrientes a través del
sistema de distribucion. A su paso se va formando un biofilms en las paredes innertes de la
tuberia, mientras que algunas particulas son transportadas como coloides o sélidos en
suspension y pueden acumularse en el fondo, formando un depdsito suelto. Las condiciones
hidrodindmicas son de gran importancia para el comportamiento de las bacterias en las

biopeliculas ya que afectan a su acumulacién y desprendimiento (Manuel et al., 2007).

Water Water

in oul
Partscle load Particle load
Cell boad Cell load
Mutrients hoad Mutrients load

Figura 2: Procesos relacionados al crecimiento microbiano en los sistemas de distribucién de agua de red.
(Liu et al., 2013)

El complejo M. avium (MAC) y micobacterias de rapido crecimiento tales como M.
abscessus, M. mucogenicum, M. chelonae, y M. fortuitum, son a menudo recuperados de
suplementos de agua potable como parte de la microbiota (Williams et al., 2009). Algunas
especies pueden colonizar los sistemas de distribucion de agua fria (por ejemplo, M.
kansasii) mientras que M. xenopi y M.avium son mas comunmente asociados con sistemas

de agua caliente (Briancesco et al., 2010).
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Le Dantec et al. (2002) investigaron la eficacia de la cloracion para varias especies
aisladas a parir de los sistemas de distribucion de agua, relacionados a dos plantas de
tratamiento. ldentificaron una amplia gama de especies que incluyeron M. fortuitum, M.
chelonae, M. aurum, M. peregrinum y M. gordonae, no recuperandose M. avium. La
eficiencia de la cloracidn se estimo para varias especies, encontrando que M. chelonae y M.
fortuitum fueron altamente resistentes al cloro, en las concentraciones que se utilizan
normalmente, seguidos de M. gordonae y M. aurum. Incluso las especies mas susceptibles
como M. aurum y M. gordonae, resultaron 100 y 330 veces mas resistentes al cloro que E.
coli.

Estos investigadores utilizaron a M. gordonae como un modelo para probar los
diferentes pardmetros que pudiesen afectar la cloracion, tales como pH, temperatura y
disponibilidad de nutrientes. Sus resultados mostraron que M. gordonae es mas resistente al
cloro en medios con bajos nutrientes, mientras que mejoraba la inactivacion con los mismos
niveles de cloro cuando se aumentaba la temperatura (de 4°C a 25°C) y se disminuia el pH.

M. marinum, a menudo es recuperado de piscinas de natacion o acuarios y pueden
causar infeccion de piel erosionada, principalmente en aquellas personas con hobbies u
ocupaciones relacionadas a la pesca y a la natacion (Salik y Del Marmol, 2011).

También, en el &mbito hospitalario, es frecuente recuperar micobacterias tanto de
abscesos como de infecciones debidas a préacticas vinculadas a dialisis, endoscopias y/o a
catéteres favoreciendo estos materiales la formacion de biofilms y como consecuencia
mayor resistencia a los desinfectantes (Ledo et al., 2004; Schelonka et al., 1994). Se ha
demostrado que este incremento no resulta de la dificultad de los agentes antimicrobianos
de penetrar entre las capas de células y la matriz extracelular del biofilm, ya que esta
capacidad se manifiesta en bacterias separadas, lavadas y expuestas en suspension
nuevamente al agente microbiano (Steed y Falkinham 2006; Falkinham et al., 2008). El
incremento en la resistencia es adaptativo, no genético, pues se pierde dicha resistencia
luego de un dia de crecimiento en suspension de las células recuperadas a partir del biofilm
(Steed y Falkinham, 2006). Estas observaciones apuntan al hecho que, aunque las MNT son
de crecimiento lento, su metabolismo es tan rapido como el de cualquier otra bacteria y son

capaces de una rapida adaptacion para mejorar su supervivencia (Falkinham, 2009).
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La investigacion de la transmision de micobacterias por el agua puede ser
dificultosa, ya que las infecciones suelen ser esporadicas y hay una variedad de otras
fuentes de exposicion. Se suma que los esquemas de tipificacion que se usan de rutina no
discriminan suficientemente para identificar con seguridad que los aislamientos
ambientales son los mismos que se asocian al paciente (Briancesco et al., 2010).

Senna et al. (2008) evalud la viabilidad del uso de la secuenciacion del gen hsp65
para identificar micobacterias y analizar su variabilidad genética. En este estudio, presento
un andlisis filogenético de cepas aisladas en el laboratorio clinico y cepas aisladas del
medio ambiente. Las variaciones genéticas de las secuencias del gen hsp65 entre
aislamientos clinicos y ambientales fueron similares, lo que sugiere una creciente relacion
entre algunas especies del entorno y las que infectan a humanos. La infeccion casi puede
estar exclusivamente asociada con micobacterias ambientales que se han adaptado a los
seres humanos y puede estar facilitada principalmente en hospitales, donde los pacientes
con inmunidad reducida estdn mas expuestos (Senna et al., 2008). Se han reconocido por
muchos afios infecciones por micobacterias asociadas a sistemas de agua de red de
hospitales (Wallace et al., 1998), particularmente a sistemas de agua caliente (Du Moulin et
al., 1988).

Otros investigadores aislaron M. avium tanto de muestras clinicas como de fuentes
de agua potable y compararon dichos aislamientos entre si utilizando métodos moleculares
(Hilborn et al., 2008). Algunas cepas aisladas a partir de pacientes se relacionaron con los
aislamientos de agua. Ademas se identificaron grupos de aislamientos clinicos
indistinguibles entre si sugiriendo una fuente comdn de exposicion.

M. avium también fue aislado de muestras de agua de red y de biofilm recogidos de
la ducha del hogar de una mujer con enfermedad pulmonar por M. avium. Estudios de las
secuencias de insercion 1S1245/1S1311 demostraron que M. avium recuperados de agua
caliente, fria y de biofilms presentaron una relacion clonal con M. avium aislado del
paciente. Estos datos demostraron que las duchas pueden servir como fuentes de infeccion
para M. avium (Falkiman et al., 2008).

La variabilidad genética dentro de las especies de MNT se manifiesta en la diferente
capacidad de virulencia, la diferenciacion en la morfologia de la colonia, la apariencia de
los distintos tipos geogréficos y la variacion clonal existente ya sea si se recupera del medio

29



ambiente o se aisla de un paciente (Falkinham, 2009). El aspecto mas preocupante de esta
variacion genética en las MNT es la amplia diferencia en la virulencia de las cepas de una
misma especie (McGarvey y Bermudez, 2002).

2.7 Métodos fenotipicos y moleculares para la identificacion de MA

2.7.1 Maétodos fenotipicos

La visualizacién de bacilos &cido-alcohol resistentes (BAAR) en extendidos
coloreados mediante las técnicas de Ziehl-Neelsen o auramina es la primera evidencia de la
presencia de micobacterias en una muestra y asociada a los datos clinicos del paciente,
ayuda a establecer el diagndstico presuntivo de una micobacteriosis (Garcia-Martos y
Garcia-Agudo, 2012). El cultivo de la misma en medios apropiados y la identificacion de
las especies aisladas mediante técnicas fenotipicas, bioquimicas, cromatograficas y
moleculares contribuyen al diagndstico de certeza (Ledo et al, 2004; Garcia-Martos y
Garcia-Agudo, 2012).

La identificacién de especies del género Mycobacterium a través del uso de pruebas
bioguimicas convencionales, es el método mas antiguo y utilizado por el Laboratorio de
Diagnostico Clinico. Tradicionalmente, la taxonomia basada en caracteristicas bioquimicas
para la identificacion de micobacterias fue limitada, en términos de su capacidad para
diferenciar especies tales como M. avium y M. intracellulare (Wayne y Kubica, 1986;
Goodfellow y Magee, 1998). El enfoque taxonémico basado en el cultivo es laborioso,
complejo, se requiere de tiempo considerable y a veces es condicionado por el lento
crecimiento de algunas especies de Mycobacterium.

Por otra parte, los esquemas de identificacion bioquimicas estandares pueden
conducir a resultados ambiguos, ya que algunas de las pruebas que se utilizan no pueden ser
totalmente reproducibles, el fenotipo de una especie no es una propiedad absoluta y la base
de datos de caracteristicas fenotipicas se limita a las especies mas comunes. Cuando se
evidencia la variabilidad de los resultados en la identificacion fenotipica que no concuerdan
con los establecidos para una determinada especie, es imposible discernir por este método
si en realidad se trata de una nueva especie o simplemente son variables fenotipicas de la
misma (Springer et al., 1996)

La necesidad de identificar en la actualidad un mayor nimero de especies y la

importancia de un diagndstico precoz han motivado el desarrollo de nuevas técnicas mas

30



sensibles y especificas. En los Gltimos afios, se han disefiado método alternativos rapidos
para la identificacion de micobacterias en la clinica médica, tales como hibridacion con
sondas de ADN, analisis de acidos micolicos y acidos grasos de la pared celular por HPLC
y TLC, secuenciacion del ADN, microarrays y otros ensayos basados en PCR.
Actualmente para la identificacion de especies de micobacterias se emplean en muchos
laboratorios del mundo, métodos mejorados de cultivo como el sistema BACTEC MGIT
960 (Mycobacteria Growth Indicator Tube) (Tortoli et al., 1999; Siddiqi et al., 2006),
complementado con sondas de ADN. La utilizacion del analisis de acidos micolicos y
secuenciacion de ADN requieren conocimientos técnicos y equipos especiales (Ledo et al.,
2004) de alto costo para ser contemplados por los sistemas de salud de muchos paises en
desarrollo.
2.7.2 Métodos moleculares
2.7.2.1 Hibridacion con sondas de ADN

Un sistema de fabricacion comercial, el método de hibridaciéon con sondas de ADN
denominado AccuProbe® System (Gen Probe, Inc. SanDiego, California), esta disponible
para la identificacion de varias especies de micobacterias a partir de un cultivo. EI mismo
se basa en el uso de sondas de ADN especie especificas de simple cadena con un marcador
quimioluminiscente, que son complementarias al ARN ribosdmico del organismo blanco.
La sonda de ADN marcada se hibrida con el rARN del microorganismo para formar una
hibrido ADN-ARN estable. Un reactivo de seleccion elimina la sefial en todo el ADN no
unido. La quimioluminiscencia producida por los hibridos ADN-ARN se mide en un
lumindémetro. Existen sondas disponibles para la identificacibn del complejo M
tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. gordonae, complejo M. avium-M.
intracellulare y M. kansasii. (Richter et al., 1999; Ledo et al., 2004). Su inconveniente
principal es su elevado costo (Soini et al., 2001).
2.7.2.2 Hibridacion reversa

El método INNO-LIPA Micobacterias v 2 (Innogenetics NV, Gante, Bélgica)
consiste en amplificar por PCR la region 16S-23S rARN (ITS-1) utilizando primers
biotinilados. EI amplicon obtenido de 400-550 pb marcado con biotina, se hibrida con
sondas de oligonucleotidos especificos que se encuentran inmovilizadas en una tira de

membrana de nylon formando lineas paralelas entre si. Posteriormente se adiciona el
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conjugado streptavidina-fosfatasa alcalina que se une a los hibridos biotinilados
previamente formados (Figura 3). Finalmente, los hibridos son detectados a traves de una
reaccion colorimétrica. Mediante este método se puede detectar al género Mycobacterium y
las siguientes especies: complejo M. tuberculosis, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M.
genavense, M. simiae, M. marinum, M. ulcerans, M. celatum, complejo MAIS (M. avium,
M. intracelulare, M. scrofulaceum), M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
haemophilum, complejo M. chelonae, complejo M. fortuitum y M. smegmatis (Suffys et al.,
2001; Ledo et al., 2004).

W
Ll
Chromogen Purple . Markat e r .
(NBT/BCIP) precipitate Conjugate control - 1 ; Conjugate gontrol
g e MYC genus - 2 Mycobacterium genus
MTB complex - 3 i MTB complex
MKA-1 - 4 { M. kansasii I
Alkaline Phosphatase MKA-2 - 5 : M. kansasii 1T
MKA-3 - 6 ¢ M. kansasii IT1, IV, V
Streptavidin MXE - 7 lms M. xenopi
MGO - 8 |mm M. gordonae
Biotin MGV - 9 ‘;:1 M. genavense
Amplified target MSI - 10 b M. simige
: MMU - 11 { M. marinum + M. ulcerans
MCE - 12 M. celatum
MAIS -13 E MAIS complex
MAV - 14 M. avium
MIN-1 -15 |l M. intracellulare 1
MIN-2 -16 M. intracellulare 2
MSC -17 M. scrofulaceum
MML -18 M. malmoense
MHP - 19 M. haemophilum
MCH-1 - 20 M. chelonge 1, 11, III, IV
MCH-2 -21 M. chelonae III
s MCH-3 - 22 M. chelonae 1
¢ B By < MFO - 23 M. fortuitum complex
Nitrocellulose strip - MSM - 24 r M. smegmatis

Figura 3: Principio de la hibridacion reversa para la deteccion de especies de Mycobacterium (INNO-LiPA

Micobacteria v2).

Los métodos que utilizan sondas de ADN marcados si bien son muy especificos se
centran en un limitado numero de especies de micobacterias de importancia clinica
(Dvorska et al., 2001; Soini et al., 2001).
2.7.2.3 Secuenciacion de un fragmento del gen 16S rARN

El método molecular de referencia para la identificacién de micobacterias es la
secuenciacion de un fragmento del gen ARN ribosomal 16S (16S rARN). La molécula de
16S rARN es altamente conservada, con cambios de secuencia de significancia
filogenética, las cuales son especificas a nivel de especie (Ledo et al., 2004). Esta region se
caracteriza por tener un polimorfismo alto entre diferentes especies pero bajo dentro de una

misma especie. Rogall et al. (1990) describieron un método para determinar la secuencia
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del 16S rARN por secuenciacion directa de un fragmento de ADN de 1kb que contiene el
extremo 5°del gen. Se han identificado dos regiones hipervariables, region A (posiciones
123 a 273) y la region B (posiciones 430 a 500). Si bien la mayoria de las especies
muestran una Unica secuencia en la region hipervariable A, se ha observado que M.
gordonae muestra variabilidad intraespecifica en dicho gen (Le&o et al., 2004).

De acuerdo a Kirschner y Bottger (1998) para la identificacion de las micobacterias
se utilizan los primers 264 (correspondiente a la posicion 1046 a 1027 de E coli), y 285
(correspondiente a la posicion 9 a 30 de E coli). Debido a la especificidad del primer 264,
preferentemente se amplifica el fragmento de 16S rARN micobacteriano, permitiendo la
correcta identificacion de las micobacterias atn en cultivos contaminados.

Una desventaja de este método es que especies estrechamente relacionadas, como
M. kansasii y M. gastri, tienen idéntica secuencia de dicho gen (Kirschner y Béttger, 1998).
Un método Util para diferenciar entre estas dos especies es la secuenciacion de la regién
espaciadora entre los genes 16S-23S rARN (ITS-1) o el método PRA (PCR-Restriction
Enzime Analysis) descripto por Telenti et al. (1993). M.ulcerans y M.marinum tienen
practicamente secuencias homologas del gen 16S rARN y por lo tanto no pueden
distinguirse por el anlisis de las secuencias de las regiones Ay B. Lo mismo ocurre con M.
chelonae y M.abscessus. Existe una base de datos de acceso publico en http://
www.ridom.de que contiene las secuencias del extremo 5° del gen 16S rARN de
micobacterias (desde la posicion 54 a la 510) obtenido a partir de aislamientos de cultivo de
coleccion. Si bien la disponibilidad de la técnica se limita a pocos laboratorios, la
informacion que genera permite ademas evaluar la confiabilidad de los otros métodos de
tipificacion utilizados (Kirschner y Bottger, 1998).
2.7.2.4 Secuenciacion del gen hsp65

La familia de la proteina de 60 kDa del choque térmico (hsp60 o hsp65), se han
considerado como marcadores filogenéticos Utiles en varios géneros de eubacterias (Viale
et al., 1994; Kwok et al., 1999; Ringuet et al., 1999; Chang et al., 2003; Kim et al., 2005),
debido a su ubicuidad y estructuras primarias muy conservadas. También es reconocido que
casi todas las especies bacterianas tienen una Unica copia de los genes hsp60 o hsp65 en su

genoma, que significa que este gen no es facil de transferir de una bacteria a otra y siendo
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entonces adecuado para estudios filogenéticos de especies o0 cepas estrechamente
relacionadas (Kwok et al., 1999).

La secuenciacion parcial de un fragmento de 441 pb del gen hsp65 se ha utilizado
con éxito para la identificacion de especies del género Mycobacterium, aisladas a partir de
muestras clinicas (Ringet et al., 1999).

2.7.25 PRA (PCR-Restriction Enzime Analysis)

La identificacion adecuada de las MNT puede realizarse por medio de la técnica de
PRA (PCR-Restriction Enzime Analysis) (Telenti et al., 1993; Devallois et al., 1997). El
analisis de los patrones de restriccion constituye un método simple, rapido y mas
econdémico con respecto a otros que utilizan sondas comerciales, siendo posible de ser
implementado en forma rutinaria en los laboratorios de referencia de micobacterias. Este
método molecular se basa en la amplificacion mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de un fragmento polimdrfico de 441 pb del gen hsp65 que codifica para
la proteina del shock térmico de 65kDa. El producto amplificado es digerido con las
enzimas de restriccién BstEIl y Haelll y la interpretacion de los patrones de restriccion se
realiza por la simple observacion de dichos patrones (Telenti et al., 1993) y por algoritmos
disponibles en la pagina de Internet (http://app.chuv.ch/prasite). Asi, es también posible

diferenciar M. tuberculosis del resto de las micobacterias que integran el género. Ademas
con esta técnica han sido observadas algunas variantes de patrones dentro de una misma
especie como en M. scrofulaceum, M. intracellulare, M. flavescens, M. fortuitum, M.
gordonae, M. terrae y en el complejo M. avium (da Silva Rocha et al., 2002). Algunos
hallazgos han sugerido que estas variantes PRA pueden diferir en cuanto a virulencia y
transmisibilidad (Oliveira et al., 2003).

Aunque el PRA es relativamente simple en comparacion con otros métodos para la
identificacion de las micobacterias la sensibilidad y especificidad estan influenciadas por
un gran numero de variables. Entre éstas, la interpretacion de la posicion de las bandas
generadas por la restriccion enzimatica es una tarea compleja, afectada por la calidad de
agarosa, las condiciones en que se realizo la electroforesis y la subjetividad de dicha
interpretacion (Ledo et al., 2005). Se suma que, los algoritmos para la identificacion
mediante PRA presentan variaciones y no siempre coinciden (Telenti et al., 1993; Devallois
et al., 1997; Brunello et al., 2001; Rastogi, 2003).
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La interpretacion conjunta con ciertas caracteristicas fenotipicas podria mejorar la

precision en la identificacion de las especies de micobacterias (Ledo et al., 2005).

3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
3.1 Hipdtesis

La biodiversidad de las micobacterias ambientales y la descripcion de nuevas
especies causantes de micobacteriosis requieren de la complementacion de las técnicas de
identificacion bioquimicas-fenotipicas con los métodos moleculares.
3.2 Objetivo general

Establecer el grado de concordancia entre las técnicas clasicas de identificacion
bioguimica-fenotipica y las técnicas de biologia molecular (PRA), en la tipificacién de las
micobacterias ambientales provenientes de distintas fuentes de aguas.
3.3 Objetivos especificos
- ldentificar las micobacterias ambientales aisladas de distintas fuentes de agua mediante
pruebas bioquimicas y/o fenotipicas.
- Utilizar el anélisis de los patrones de restriccion para la identificacion a nivel de especie
de las micobacterias ambientales.
- Determinar si la identificacion a nivel de especies de micobacterias ambientales con
ambos métodos son concordantes.
- Identificar mediante secuenciacion de un fragmento del 16S rARN o secuenciacion del

gen hsp65 los aislamientos con resultados discordantes.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Muestreo

Se recolectaron muestras de agua de red de 8 sitios de la ciudad de General Pico, de
5 fuentes arquitectdnicas pertenecientes a espacios publicos de dicha ciudad y de los 2
humedales de la zona de influencia, durante las estaciones climéticas extremas, verano e
invierno, por un periodo de dos afios consecutivos (desde invierno 2010 a verano 2012). La
ubicacion del muestreo se efectud de acuerdo al criterio establecido por la Municipalidad
de General Pico y la cooperativa de electricidad y agua potable (CORPICO). Los sitios de
extraccion que se establecieron para el muestreo del agua de red (circulos rojos) y de
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fuentes arquitectonicas publicas (circulos verdes) se describen en la Figura 4. La ubicacién
de los sitios de toma de muestra de los humedales se detalla en las Figuras 6y 7.

Se analizaron un total de 76 muestras: 32 de agua de red, 32 de humedales y 12 de
fuentes publicas arquitectonicas. Las fuentes publicas seleccionadas fueron aquellas
ubicadas en las plazas de la ciudad que concentran mayor numero de personas. Los dos
humedales que se muestrearon fueron los ubicados en el Reciclado de Residuos Urbanos
(RRU) en el Km 68 de la ruta provincial N° 1 que ocupa una superficie con agua de
aproximadamente 36 hectareas y la laguna “La Arocena” ubicada a 5 Km al sudeste de la
ciudad de General Pico, la cual constituye el principal desagte pluvial de la ciudad, ocupa
40 hectareas de superficie y es uno de los principales atractivos recreacionales de la ciudad

donde se practica pesca deportiva y deportes nauticos (Figura 5).
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Figura 4: Mapa de la ciudad de General Pico que muestra la ubicacion de los sitios de extraccion de las

muestras de agua de red y de los puntos de cloracién del agua potable.@ (Circulos rojos) Sitio de extraccion de
muestras de agua de red (N°1: calle 102 N° 1799, N° 2: calle 40 N° 1866, N° 3: calle 103 N° 1835, N° 4: calle 24 N° 666 Norte, N° 5: calle
115 N° 216, N° 6: calle 308 N° 1915, N° 7: calle 302 N° 678, N° 8: calle 13 N° 2699Y@  (Circulos azules) Sitios de cloracién del agua
utilizad en la ciudad (N°9: calle 7 y 120, N°10: calle 300 esq. 2, N°11: calle 33 esq. 40, N°12: calle 113 entre 28 y 30).O (Circulos
verdes) Sitios de extraccion de agua de fuentes arquitectdnicas (N°13:Av.San Martin y calle 9, N°14: Av. San Martin y calle 11, N° 15:
Plaza San Martin, N°16: Plaza del Municipio, N°17: calle 10 esq. 21).
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Figura 5: Foto satelital de la ciudad de General Pico y ubicacién de los dos humedales en la zona de

influencia utilizadas para actividades recreacionales. A: laguna RRU; B: laguna La Arocena. (Imagen obtenida de Google
earth)

Image @ 2013 DigitalGlobe:
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Figura 6: Foto satelital de la laguna La Arocena donde se detallan los sitios de muestreo. (Imagen obtenida de
Google earth)
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Figura 7: Foto satelital de la laguna RRU donde se detallan los sitios de muestreo. (Imagen obtenida de Google
earth)

Cada muestra de agua de red se recolectd en recipientes con la cantidad suficente
para una concentracion final de 18 mg L™ de tiosulfato de sodio (Na;S;0s), a fin de
neutralizar hasta 5 mg L™ de cloro residual y no interferir en el aislamiento bacteriano.

4.2  Descontaminacion especifica para las micobacterias.
4.2.1 Muestras de aguas de humedales y fuentes publicas arquitecténicas

La metodologia recomendada para el procesamiento de aguas con alta carga de
contaminantes se realizo de acuerdo al método de Fujimora Leite et al. (1989). Se filtraron
500 mL de agua a través de una membrana de 0,45 um, posteriormente se colocaron las
membranas en 5 mL de caldo cerebro corazén (1/10), con perlas de vidrio (5 mm de
didmetro) a 32°C durante 6 h, en agitacion constante para el desprendimiento bacteriano.
Transcurrido ese tiempo se descontamind empleando partes iguales de H,SO4 4% por 10
min, se neutraliz6 con NaOH al 30%, se centrifugd a 3500 rpm durante 15 min y
posteriormente el sedimento, luego de dos lavados con agua destilada estéril (ADE), se
resuspendié en 2 mL de ADE. Finalmente la muestra procesada se sembrd en medios

apropiados.
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4.2.2 Muestras de aguas de red

Para el procesamiento de aguas de red se empled el Método de Kamala (Kamala et
al., 1994). Se filtraron 500 mL de la muestra a través de una membrana de 0,22 0 0,45 um
de tamafio de poro. Después de la filtracion se coloco el filtro en un frasco con 10 mL de
ADE y 2 o 3 perlas de vidrio de 5 mm de didmetro, en agitacién mecanica durante 1 hora a
32°C. Posteriormente se descontamind empleando cantidades iguales de NaOH al 1% y
Lauril Sulfato de Sodio (SDS) al 3% durante 10 min, incubando a 32°C, transcurrido este
tiempo se trasvasé el contenido a un tubo conico, se centrifugé a 3.500 rpm 15 min, se
descarto el sobrenadante y se reemplazé el mismo volumen por ADE, de esta forma se lavd
3 veces. Posteriormente se sembrd la muestra en medios apropiados.
4.3 Aislamientos estudiados y cepas

En este estudio se incluyeron 56 aislamientos de MA recuperadas a partir de las
muestras de agua descritas: 34 de aguas de humedales, 11 de fuentes arquitectonicas
publicas y 11 de aguas de red. Las siguientes cepas de referencia, provenientes de
colecciones de cultivos del ANLIS Dr. “Carlos G. Malbran”, se utilizaron como control
durante la ejecucién de las pruebas bioquimicas para micobacterias: M. avium 21739, M.
intracellulare 21799, M. kansasii 21849, M. gordonae 21823, M. chelonae 21762, M.
scrofulaceum 12806, M. fortuitum 21851, M. smegmatis 19420 y M. terrae 18950.
4.4 Mediosy condiciones de cultivo

Las muestras se sembraron por duplicado en los medios Lowenstein Jensen,
Stonebrink y Herrold con micobactina elaborados en nuestro laboratorio y cuyo
procedimiento se detalla en el Anexo 2. La incubacion se realizé a distintas temperaturas:
25, 32 y 42°C, durante 3 meses.
4.5 Caracterizacion fenotipica

A todos los aislamientos se les realizaron las siguientes pruebas bioquimicas y/o
fenotipicas, segln la metodologia descripta en el Manual de Diagnéstico de Micobacterias
de importancia en Medicina Veterinaria, Comision Cientifica de Micobacterias, (Jorge et
al., 2005) y en el Manual de procedimientos de SENASA (Bernardelli, 2007): crecimiento
a 25, 32 y 42 °C; evaluacion de la produccion de pigmentos; crecimiento en presencia de

hidroxilamina; tolerancia al NaCl 5%; catalasa semicuantitativa; catalasa a 68°C, reduccién
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de nitratos a nitritos; ureasa; pirazinamidasa; arilsulfatasa 3 dias y arilsulfatasa 2 semanas;
[-galactosidasa, hidrdlisis del Tween 80 en 5 dias y 10 dias, toma de hierro, reduccion de
telurito en 7 dias y 9 dias y utilizacion de fuentes de carbono (manitol, citrato). El
procedimiento y la elaboracion de los medios de cultivo correspondientes se detallan en el
Anexo 3.
4.6 Método PRA (PCR-Restriction Enzime Analysis)

Se utilizé la metodologia descripta por Telenti et al. (1993).
Extraccion de ADN mediante lisis rapida: se resuspendi6 una ansada de bacterias a partir
de colonias aisladas por cultivo, en 200uL de agua apirogénica estéril libre de ADNasas
contenidos en un tubo con tapa de 1,5 mL de capacidad, se incubd a 95°C en termobloque
(con agitacién) durante 40 minutos. Luego se centrifugdé 5 minutos a 12.000 rpm.
Amplificacion de hsp65: 5 pL del lisado de bacterias obtenido en el paso anterior, se
adiciono a cada tubo de reaccion. La mezcla para la amplificacién de hsp65 consistio en:
buffer (Tris-HCI 10mM, pH 9,0; KCI 50mM, y Triton X-100 al 0,1%), 1,5mM de MgCl,,
0,2mM de cada dNTP, 25 pmoles de cada primer, Tbll (5’-
ACCAACGATGGTGTGTCCAT) y Tb12 (5’>-CTTGTCGAACCGCATACCCT), 5 pL de
templado y 1,25U de Taq Polimerasa (Go Tag®, Promega Corp., USA), en un volumen
final de 50uL. La reaccion fue sujeta a una desnaturalizacion inicial de 96°C 3 minutos
seguida luego por 45 ciclos de amplificacion (1 minuto a 96°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto
a 72°C) y 7 minutos de extension a 72°C. Se utilizd un termociclador PTC-100 (MJ
Reserch, Inc USA). Los iniciadores Tb11 y Th12 amplifican un fragmento de 439 pb entre
las posiciones 398 y 836 de la secuencia del gen.
Electroforesis horizontal en agarosa: Para comprobar que la amplificacion se llevé a cabo
correctamente, 10 uL del producto de PCR se sometio a electroforesis horizontal en agarosa
al 1% en Buffer TAE (Tris acético EDTA) o TBE (Tris borato EDTA), con bromuro de
etidio (0,5uL/mL). La visualizacion se realizd por exposicion del gel en un transiluminador
de luz UV.
Digestion enzimética: Se digirio 10 pL del producto de PCR con cada una de las enzimas
de restriccion BstEll y Haelll por separado, en un volumen de reaccion de 20 pL. La
digestion con la enzima BstEIl se realiz6 a 60°C mientras que con Haelll a 37°C, durante
12 h.
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Mezcla para la reaccién enzimética: Buffer 2 uL, enzima 0,5 pL, producto de PCR 10 pL,
agua 7,5 pL (volumen final 20 pL).

Separacion de los fragmentos de la restriccion enzimatica: Se prepard un gel de agarosa al
4% en Buffer TBE 1X, con bromuro de etidio (0,5 uL/mL). Para ello se utilizd agarosa de
alta pureza (Agarose 1000, Invitrogen Life Technologies) para lograr una buena resolucién.
Se sembraron 3 calles del gel (extremos y medio) con marcador de peso molecular de 50 pb
(Cincuenta Marker, Biodynamincs, Argentina). La corrida electroforética se realizé a 100
voltios durante 4 horas. La visualizacion y registro fotografico se realizo por exposicion del
gel en un transiluminador de luz UV (Gel Doc, BioRad).

Interpretacion: La determinacion del tamafio de los ADN generados por la digestion con
las enzimas BstEIl y con Haelll, se realiz6 por comparacién con el patron de bandas de un
marcador de peso molecular conocido. Los tamafios de los fragmentos de restriccion se
determinaron con ayuda del programa BioNumerics (Applied Maths, Bélgica).
Determinados éstos, con la ayuda de un algoritmo (Telenti et al., 1993; Devallois et al.,

1997) (http://app.chuv.ch/prasite/index.html) se buscaron los tamafios aproximados,

comenzando con los fragmentos obtenidos con la enzima de restriccion BstEIl y luego con
Haelll, para determinar asi la especie de micobacteria.

4.7 Secuenciacion del gen hsp65 y de un fragmento del 16S rARN

hsp65: Se secuencid el producto de PCR obtenido para la realizacién de PRA (luego de su
purificacion descripta mas adelante), utilizando los oligonucledtidos Th11 y Th12.

16S rARN: Se amplifico un fragmento de 1.037 bp utilizando los primers 285
(5"GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 37) y 264 (5TGCACACAGGCCACAAGGGA 3))
(Kirshner y Bottger, 1998). La mezcla de reaccion fue idéntica a la descripta en el item 4.6
y la amplificacion se realizé en un termociclador PTC-100 (MJ Reserch, Inc USA) con el
siguiente programa: desnaturalizacion inicial de 96°C 3 minutos seguida luego por 35
ciclos de amplificacion (1 minuto a 96°C, 1 minuto a 55°C, 2 minutos a 72°C) y 10
minutos de extension a 72°C. Para la secuenciacién se utilizaron los oligonucleétidos 271
(5°CTTAACACATGCAAGTCGAAC 37) y 259 (5'TTTCACGAACAACGCGACAA 3)
(Kirshner y Bottger, 1998) (Figura 8).
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Nombre y posicion®

Secuencia nucleotidica 5’-3’

Primers de amplificacion

285 (9-30) GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG

264 (1046-1027) TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA
Primers de secuenciacion

271 (51-71) CTT AAC ACATGC AAG TCG AAC

244 (361-341) CCCACT GCT GCCTCCCGT AG

259 (609-590) TTT CAC GAA CAA CGC GAC AA

500

1000

1543

53'

: - m Regiones hipervariables
285 A B 264!
— !
5 3’ Producto de PCR
—> <+ <«
271 244 259

Figura 8: Localizacidn de regiones hipervariables y primers empleados para el estudio del gen 16S rARN
(Kirschner y Bottger, 1998).

Purificacion de los productos de PCR: Los productos de PCR obtenidos se purificaron

mediante el empleo del kit “Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, GE

Healthcare, UK”, siguiendo las especificaciones del fabricante.

Cuantificacion: Se cuantificaron los productos de PCR purificados en espectrofotdmetro a

una longitud de onda de 260 nm (Nanodrop 2000, Termo Scientific, USA).

Secuenciacion: Se realizdé en un secuenciador de 16 capilares ABI3130xI (Applied

Biosystems), utilizado “Big Dye Terminator v3.1”(Cycle Sequencing Kit), en la Unidad de

Gendmica del Instituto de Biotecnologia, de INTA Castelar.

Analisis de las secuencias: Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las incluidas

(BLAST)
Medical

en la base de datos Basic Local Alignment Search Tool

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) Differentiation of

Microorganisms (RIDOM) (http://rdna.ridom.de/).

y Ribosomal
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5. RESULTADOS
5.1 Identificacion de MA mediante pruebas bioquimicas

Los 56 aislamientos BAAR recuperados a partir de muestras de agua, se estudiaron
fenotipicamente mediante pruebas bioquimicas convencionales descriptas para
micobacterias ambientales detalladas en el Anexo 3. Los resultados que se resumen en las
tablas 3 y 4, fueron comparados con los datos presentados en el VVolumen V del Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology 2°ed (Withman et al., 2012). Considerando la primera
linea de identificacion fenotipica 37 aislamientos de micobacterias se clasificaron de répido
crecimiento y 19 micobacterias de lento crecimiento. De acuerdo a la pigmentacion de la
colonia se discriminaron en 25 escotocromdgenas, 16 no cromdgenas y 15
fotocromogenas. Las caracteristicas fenotipicas estudiadas de las micobacterias aisladas no
permitieron en un principio identificar aquellos aislamientos de rapido crecimiento y
pigmentados, pero si a la mayoria de los aislamientos de lento crecimiento y/o no
pigmentados. Las técnicas moleculares proporcionaron la base para la correcta
identificacion bioquimica de los distintos aislamientos ambientales. Asimismo los datos
alcanzados por metodos convencionales para 15 cepas no coincidieron con ninguna especie
propuesta por las técnicas moleculares realizadas (PCR-Restriction Enzime Analysis,

secuenciacion de un fragmento del gen 16S rARN o secuenciacion hsp65).
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5.2 Identificacion de MA por PRA (PCR-Restriction Enzime Analysis)

Todos los aislamientos fueron estudiados molecularmente por la técnica de PRA
segun la metodologia desarrollada por Telenti et al. (1993), a partir de un cultivo puro. Los
mismos se pueden observar en las Figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 17 que muestran
las corridas electroforéticas en geles de agarosa al 4%, luego de la digestion con enzimas de
restriccion de BstEIl y Haelll. Las cepas de referencia utilizadas fueron M. avium (Ma) y
M. bovis (MDb).

~ BstEl — . ~ Hae lll

M 89A 77A 78B 69 80C 73 Ma Mb M 89A77A 78B 69 80C 73 Ma Mb M

Figura 9: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccién obtenidos con las enzimas

Haelll y BstEIIl, de las cepas 89A, 77A, 78B, 69, 80C y 73. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker
(Biodynamincs, Argentina). Cepas de referencia: M. avium (Ma) y M. bovis (Mb).
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BstE I Hae lll

M 75 78A 78E 79B 71 78C Ma Mb M 75 78A 78E 79B 71 78C Ma Mb M

Figura 10: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas

Haelll y BstEll de las cepas 75, 78A, 78E, 79B, 71 y 78C. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker
(Biodynamincs, Argentina). Cepas de referencia: M. avium (Ma) y M. bovis (Mb).

BstE Il Hae lll

M 80B90A 90B 76 83D 87A Mb M 80B 90A 90B 76 83D 87A Mb \Y|

450pb
400pb
350pb
300pb
250pb

200pb

150pb

100pb

50pb

Figura 11: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas

Haelll y BstEIl de las cepas 80B, 90A, 90B, 76, 83D y 87A. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker
(Biodynamincs, Argentina). Cepa de referencia: M. bovis (Mb).
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BstE 11 Hae lll

IM 83A 74 89B 77C 78F 79A Ma Mb M 83A 74 89B 77C 78F 79AMa Mb M

Figura 12: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas

Haelll y BstEll de las cepas 83A, 74, 89B, 77C, 78F y 79A. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker,
(Biodynamincs, Argentina). Cepas de referencia: M. avium (Ma) y M. bovis (Mb).

BstE Il Hae lll

IV 88B 88C 78G 77D 88D 83C 89C Ma M 88B 88C 78G 77D 88D 83C 89C Ma

Figura 13: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas
Haelll y BstEIl de las cepas 88B, 88C, 78G, 77D, 83C y 89C. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker,

(Biodynamincs, Argentina). Cepa de referencia: M. avium (Ma).
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BstE Il Hae lll

M 77B 80D 80A 88A 86 87B Ma Mb M 77B 80D 80A 88A 86 87B Ma Mb M

Figura 14: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas

Haelll y BstEll de las cepas 77B, 80D, 80A, 88A, 86 y 87B. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker,
(Biodynamincs, Argentina). Cepas de referencia: M. avium (Ma) y M. bovis (Mb).

BstE Il Hae lll

6 5 30 44B 29A53BMa Mb M 6 5 30 44B 29A 538 Ma Mb M

Figura 15: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas

Haelll y BstEIl de las cepas 6, 5, 30,44B, 29A y 53B. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker (Biodynamincs,
Argentina). Cepas de referencia: Mycobacterium avium (Ma) y Mycobacterium bovis (Mb).
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BstE Il Hae lll

M 29B 47A 48B 44A 24 47B Ma Mb M 29B47A 48B 44A 24 47B Ma Mb M

Figura 16: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas
Haelll y BstEll de las cepas 29B, 47A, 48B, 44A, 24 y 47B. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker,

(Biodynamincs, Argentina). Cepas de referencia: Mycobacterium avium (Ma) y Mycobacterium bovis (Mb).

BstE 11 Hae lll
M 52B 53A 54 48C 28 34 Ma Mb M 52B 53A 54 48C 28 34 Ma Mb M

450pb
400pb
350pb
300pb
250pb
200pb

150pb

100pb

50pb

Figura 17: Patrones de PRA: gel de agarosa con los fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas

Haelll y BstEIl de las cepas 52B, 53A, 54, 48C, 28 y 34. M: Marcador de peso molecular Cincuenta Marker,
(Biodynamincs, Argentina). Cepas de referencia: Mycobacterium avium (Ma) y Mycobacterium bovis (Mb).

La identificacion de los aislamientos comenz6 con el analisis de los patrones de
restriccion obtenidos por PRA segun el algoritmo del sitio
http://app.chuv.ch/prasite/index.html (Tabla 5). Estos resultados fueron comparados con los

obtenidos por pruebas bioquimicas y analisis del fenotipo, especialmente en aquellos casos
en que los patrones son comunes a distintas especies 0 cuyo patrén se aproxima al
disponible en la base de datos. La utilizacién independiente de cada método no permitié
establecer de manera certera la identificacion de especie, ya sea por la falta de resultados

52


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

estandarizados para algunas pruebas bioquimicas que distinguen a las diferentes especies,
como asi también por el hecho que muchas de ellas, que pertenecen a diferentes grupos de
Runyon (fenotipo basico), comparten el mismo patrén de PRA o son bioguimicamente muy
similares.

Es importante destacar que en 6 muestras de agua se recuperaron en cada una de

ellas la misma micobacteria (47Ay 47B, 77TAy 77D, 77B y 77C, 78G y 78B, 78Ey 78F,
83Cy 83D, 88B y 88C, 89B y 89C), a distintas temperaturas y en distintos medios de
cultivo, coincidiendo entre ellas el patron PRA y el perfil bioquimico lo que muestra la
reproducibilidad de los resultados (Figuras 9 a 17, tablas 3y 4).
Se observé ademas, que algunas cepas se pudieron asociar a un nicho ecoldgico en
particular ya que una determinada especie se aislé en mas de una muestra a partir de un
mismo origen, pues los patrones de PRA y pruebas bioquimicas fueron coincidentes (86 y
83C; 77B, 78A y 80C; 79A y 80B; 69, 73y 76).

Tabla 5: Identificacién de 56 cepas de MA mediante PRA. Patrones de restriccidn obtenidos para cada uno de
los aislamientos y su correspondencia segun la base de datos publicada en PRASITE.

ORIGEN CEPA PATRONES OBTENIDOS PATRONES PUBLICADOS IDENTIFICACION
BstEll Haelll BstE Il Hae lll
RED 1 No amplificé *
RED 5 327/113 178/158 320/115 170/140 M.neoaurum tipo 1/
M.parafortuitum tipo 2
RED 6 440 139/122 440 145/130 M.florentinum tipo 1/ M.lentiflavum
tipo 1
RRU 24 440 129/58 440 135/130/65 M. duvalii tipo 1
RRU 28 239/210 163/93/58/50 235/210 160/95/50 M. poriferae tipo 1
AROCENA 29A 440 156/88/50 440 160/90/60 M.vaccae tipol
AROCENA 29B 440 135/88/54 440 145/90/60 M. komassense /M. parafortuitum
tipo 1
AROCENA 30 440 158/89/50 440 160/90/60 M.vaccae tipol
440 160/85/55 M. flavescens tipo 3
RED 34 240/116/100 163/93/58/50 235/120/100 160/115/60 M.gordonae tipo 9
AROCENA 44A 242/112/95 124/107 235/120/100 130/115 M.gordonae tipo 3
AROCENA 44B 235/111/94 145/121/57 235/120/100 160/115/60 M.gordonae tipo 9
AROCENA 47A 440 159/90/50 440 160/85/55 M.flavescens tipo3
440 160/90/60 M.vaccae tipol
AROCENA 47B 440 158/88/50 440 160/85/55 M.flavescens tipo3
440 160/90/60 M.vaccae tipol
RRU 48B 440 175/80/60 440 160/90/60 M.vaccae tipol
RRU 48C 440 188/140 440 180/145 M.gilvum tipol
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ORIGEN

CEPA

PATRONES OBTENIDOS

BstEll

Haelll

PATRONES PUBLICADOS

BstE Il

Hae lll

(continuacion Tabla 5)
IDENTIFICACION

RRU 52B 440 160/110/57 440 160/90/60 M.vaccae tipo 1
440 130/115/70/60 M.aurum tipo 2
RRU 53A 245/215 132/127/60/55 235/210 140/125/60/50 M.senegalense tipo 2
RRU 53B 440 156/108/56 440 130/115/70/60 M.aurum tipo 2
RED 54 240/118/86 225/110 235/120/85 215/110/0 M.gordonae tipo 2
RED 69 244/112/95 136/120/57 235/120/85 140/120/60 M.fortuitum tipo 2
RED 71 237/212 140/138/96/57 235/210 140/125/100/50 M.porcinum tipo 1/ M. peregrinum
tipo2/M. septicum tipol
RED 73 244/115/96 136/120/60 235/120/85 140/120/60 M. fortuitum tipo 2
RED 74 243/218 141/130/98/52 235/210 140/125/100/50 M.porcinum tipo 1 /M. peregrinum
tipo 2/M. septicum tipol
RED 75 440 137/72/55 440 145/70/60 M.brumae tipol
RED 76 240/100/74 136/120/60 235/120/85 140/120/60/55 M.fortuitum tipo 2
RRU 77A 440 160/110/56 440 160/90/60 M.vaccae tipol
440 130/115/70/60 M.aurum tipo 2
RRU 77B 440 135/83/56 440 145/90/60 M. parafortuitum tipo 1/
M.komossense tipol
RRU 77C 440 140/85/56 440 145/90/60 M.parafortuitum tipo 1/
M.Komossense tipol
RRU 77D 440 160/114/60 440 160/90/60 M.vaccae tipol
440 130/115/70/60 M.aurum tipo 2
RRU 78A 440 134/85/56 440 145/90/60 M.parafortuitum tipo 1/
M.komossense tipol
RRU 78B 245/215 160/132 235/210 155/140 M.simiae tipo2
RRU 78C 440 202/125 440 180/145 M.gilvum tipol
RRU 78E 340/113 138/78/56 320/115 145/75/60 M. arupense type 1
RRU 78F 354/119 138/77/56 320/115 145/75/60 M. arupense type 1
RRU 78G 244/213 166/134 235/210 155/140 M.simiae tipo 2
RRU 79A 440 160/56 440 160/60/50 M. novocastrense tipol
RRU 79B 237/212 142/138/96/52 235/210 145/125/100/50 M.porcinum tipol/M.peregrinum
tipo 2/ M.septicum tipo 1
RRU 80A 440 136/120 440 145/130 M.lentiflavum/ M. florentinum/
M.simiae tipo 5
RRU 80B 440 158/56 440 160/60/50 M.novocastrense tipo 1
RRU 80C 440 137/84/72/55 440 145/90/60 M.parafortuitum tipo 1/
M.komossense tipol
RRU 80D 335/113 122/107/56 320/115 130/115/60 M. gordonae tipo 4
AROCENA  83A 440 126/112/57/53 440 130/115/70/ 60 M.aurum tipo 2
AROCENA 83C 440 136/90/56 440 145/90/60 M.parafortuitum tipol/
M.komossense tipol
AROCENA 83D 440 135/89/55 440 145/90/60 M.parafortuitum tipol/
M.komossense tipol
AROCENA 86 440 132/92/55 440 145/90/60 M.parafortuitum tipol/
M.komossense tipol
FUENTE 87A 244/214 145/141/96/74 235/210 145/140/100/50 M. peregrinum tipo 1
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(continuacion Tabla 5)

ORIGEN PATRONES OBTENIDOS PATRONES PUBLICADOS IDENTIFICACION
BstEll Haelll BstE Il Hae lll
FUENTE 87B 440 197/82/55 440 195/90/60 M.confluentis tipo1
FUENTE 88A 238/210 195/81/55 235/210 200/90/60 M.moriokaense tipo 1
FUENTE 88B 355/113 145/108/75/56 320/115 130/110/70 M.kumamotonense tipo 1
FUENTE 88C 349/112 146/108/73/54 320/115 130/110/70 M.kumamotonense tipo 1
FUENTE 88D 237/209 142/125 235/210 115/105 M.asiaticum tipo 1
FUENTE 89A 244/128/80 145/141/96/57 235/130/85 145/140/100/60 M.peregrinum tipo 3
FUENTE 89B 249/220 140/97/86/57 235/210 140/80/60/55 M.parascrofulaceum tipo 3
FUENTE 89C 240/215 137/97/85/57 235/210 140/80/60/55 M.parascrofulaceum tipo 3
FUENTE 90A 240/210 160/108 235/210 145/105 M.bohemicum tipol
FUENTE 90B 240/113/82 135/119/72/56 235/120/85 140/120/60/55 M.fortuitum tipo 2

. no se obtuvo una amplificacion de concentracion suficiente para ser digerida con las enzimas de restriccion y se puedan observar los
productos de la restriccion. RRU: laguna de reciclado residuos urbanos, Arocena: laguna la Arocena. FUENTE: fuente arquitectdnica
publica.

Entre la técnica del PRA y la identificacion fenotipica se encontrd una concordancia
del 48,21%. En la tabla 6 se resumen los resultados coincidentes entre ambas técnicas.

Es necesario sefialar que las cepas 74 y 79A bioquimicamente fueron compatibles
con M. peregrinum o M. fortuitum y de acuerdo a la técnica de PRA se identificaron como
M.peregrinum, M.porcinum o M.septicum ya que las tres especies comparten el mismo
patron de restriccion. Si bien M. fortuitum es manitol negativo a diferencia de M.
peregrinum, existe segun la bibliografia una biovariante de M. fortuitum sorbitol negativo
que es manitol positivo y de secuencia 16S rARN idéntica a M. porcinum (manitol y citrato

positivo) (Wallace et al., 2004), considerandose entonces los resultados concordantes.

Tabla 6: Resultados concordantes entre la técnica de PRA y pruebas bioquimicas convencionales en la

identificacion de 27/56 aislamientos de MA.

N°CEPA Identificacion por PRA IDENTIFICACION BIOQUIMICA ‘

5 M.neoaurum tipo 1/M.parafortuitum tipo 2 M. neoaurum

24 M. duvalii tipo 1 M.duvalii

28 M. poriferae tipo 1 M.poriferae
29A M.vaccae tipol M.vaccae

30 M.vaccae tipol M.vaccae

34 M.gordonae tipo 9 M.gordonae
44A M.gordonae tipo 3 M.gordonae
44B M.gordonae tipo 9 M.gordonae
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( continuacién Tabla 6)

N°CEPA Identificacién por PRA IDENTIFICACION BIOQUIMICA \

47A M.flavescens tipo3/M. vaccae M.vaccae

478 M.flavescens tipo3/M. vaccae M.vaccae

48B M.vaccae tipol M.vaccae

52B M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 M.aurum

53B M.aurum tipo 2 M.aurum

54 M.gordonae tipo 2 M.gordonae

71 M.porcinum tipo 1/M. peregrinum tipo2/M. septicum M.porcinum

tipol
74 M.porcinum tipo 1 /M. peregrinum tipo 2/M. septicum M.fortuitum/ M.peregrinum
tipol

77A M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 M.aurum

77D M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 M.aurum

78E M. arupense tipo 1 M.arupense

78F M. arupense tipo 1 M.arupense

798 M.porcinum tipol/M.peregrinum tipo 2/M.septicum tipo 1 M.fortuitum/M. peregrinum
80D M. gordonae tipo 4 M. gordonae

83A M.aurum tipo 2 M.aurum

87A M. peregrinum tipo 1 M. fortuitum /M.peregrinum
88D M.asiaticum tipo 1 M.asiaticum

89A M.peregrinum tipo 3 M.peregrinum

90B M.fortuitum tipo 2 M.fortuitum

5.3 Identificacion de MA por secuenciacion del gen 16S rARN

El criterio para la seleccion de cepas a secuenciar fue en un principio la no
concordancia entre el PRA vy la tipificacién bioquimica, la presencia de un mismo patrén de
restriccion para varias posibles especies o valores de “score” elevados segun el algoritmo
del PRASITE. Posteriormente a la totalidad de los aislamientos se les realizo secuenciacion
de un fragmento del gen 16S rARN, de acuerdo a la metodologia descripta por Kirshner y
Bottger (1998), para ser utilizada como técnica de referencia. La secuencia nucleotidica
generada se compard con aquellas disponibles en las bases de datos RIDOM
(http://rdna.ridom.de/) y de GenBank, BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Se pudieron identificar 89,26% (50/56) de las cepas

utilizando la  herramienta

analizadas por este método. La Tabla 7 muestra los resultados de la secuenciacion en
comparacion con los datos obtenidos por PRA y las técnicas convencionales.
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Tabla 7: Comparacién de datos obtenidos por PRA, secuenciacion del gen 16S rARN y pruebas bioquimicas
para la identificacidn a nivel de especie de 56 aislamientos de MA.

N°CEPA

Identificacion por PRA

SECUENCIACION 16S rARN

IDENTIFICACION

No amplificé”

(%identidad)
M.fortuitum (100%)

BIOQUIMICA
M.fortuitum

5 M.neoaurum tipo 1/ M.fluoranthenivorans (100%) M.neoaurum
M.parafortuitum tipo 2
6 M.florentinum tipo 1/M. M.lentiflavum (99,54%) Mycobacterium sp.
lentiflavum tipo 1
24 M. duvalii tipo 1 M.duvalii (100%) M.duvalii
28 M.poriferae Secuencia de mala calidad M.poriferae
29A M.vaccae tipol M.vaccae (99%) M.vaccae
29B M. komassense /M. parafortuitum  M.farcinogenes/M.senegalense/ Mycobacterium sp.”
tipo 1 M.mucogenicum (97,9%)
30 M.vaccae tipol M.vaccae (99%) M.vaccae
34 M.gordonae tipo 9 Secuencia de mala calidad M.gordonae
44A M.gordonae tipo 3 M.gordonae (99,75%) M.gordonae
44B M.gordonae tipo 9 M.gordonae (100%) M.gordonae
47A M.flavescens tipo3/M.vaccae M.vaccae (99%) M.vaccae
478B M.flavescens tipo3/M. vaccae M. monacense/ M.vaccae
M.austroafricanum
(97,44/96,74%)
48B M.vaccae Secuencia de mala calidad M.vaccae
48C M.gilvum tipol M.vaccae (100%) M.vaccae
52B M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 M.aurum (100%) M.aurum
53A M.senegalense tipo 2 M.duvalii (100%) M.duvalii
53B M.aurum tipo 2 M.aurum (100%) M.aurum
54 M.gordonae tipo 2 M.gordonae (100%) M.gordonae
69 M.fortuitum tipo 2 M.nonchromogenicum (98,49%)  M.nonchromogenicum
71 M.porcinum tipo 1/M. peregrinum M.porcinum/M. fortuitum M.porcinum/
tipo2/M. septicum tipol (99,77%) M.fortuitum
73 M.fortuitum tipo 2 M. nonchromogenicum (98,26%)  M.nonchromogenicum
74 M.porcinum tipo 1 /M. peregrinum  M.fortuitum/porcinum (99,77%) M.fortuitum o
tipo 2/M. septicum tipol M.peregrinum
75 M.brumae tipo1l M.moriokaense (99,77%) Mycobacterium sp.
76 M.fortuitum tipo 2 M.nonchromogenicum (98,17%) Mycobacterium sp.
77A M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 M.aurum (100%) M.aurum
778 M. parafortuitum tipo 1/ M.duvalii (99,66%) Mycobacterium sp. *
M.komossense tipol M.vaccae (99%)
77C M.parafortuitum tipo 1/ M.duvalii (98,84%) Mycobacterium sp. *
M.Komossense tipol M.vaccae (99%)
77D M.vaccae tipol/M.aurum tipo2 Secuencia de mala calidad M.aurum
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(Continuacion tabla 7)

N°CEPA Identificacion por PRA SECUENCIACION 16S rARN IDENTIFICACION
(%identidad) BIOQUIMICA
78A M.parafortuitum tipo 1/ M.duvalii (98,57%) Mycobacterium sp.*
M.komossense tipol M.vaccae (91%)
78B M.simiae tipo 2 M.monacense/ Mycobacterium sp.
M.acapulcensis (96,7%)
78C M.gilvun tipo 1 M.duvalii (100%) Mycobacterium sp.
78E M.arupense tipo 1 M.arupense 98%/ M.arupense
M.nonchromogenicum (97,92%)
78F M. arupense tipo 1 M.terrae (baja identidad)(64%) M.arupense
78G M.simiae tipo2 M.monacense/M. acapulcensis Mycobacterium sp.
(96,74%)
79A M. novocastrense tipol M.vaccae/ Maustroafricanum M.vaccae
(98,84%)
79B M.porcinum tipol/M.peregrinum M.fortuitum (99,7%) M.fortuitum o
tipo 2/ M.septicum tipo 1 M.peregrinum
80A M.lentiflavum/ M. florentinum/ M.intracellulare (99%) Mycobacterium sp.
M.simiae tipo 5
80B M.novocastrense tipo 1 M.vaccae (100%)/ M.vaccae
M.austroafricanum (98,84%)
80C M.parafortuitum tipo 1/ M. duvalii (99.72%) Mycobacterium sp.
M.Komossense tipo 1
80D M. gordonae tipo 4 Secuencia de mala calidad M.gordonae
83A M.aurum tipo 2 M.aurum (100%) M.aurum
83C M.parafortuitum tipol/ M. farcinogenes/ M. senegalense Mycobacterium sp."
M.komossense tipol / M. mucogenicum (97,9%)
83D M.parafortuitum tipol/ M. farcinogenes/M. senegalense/ Mycobacterium sp."
M.komossense tipol M. mucogenicum (97,9%)
86 M.parafortuitum tipol/ M. farcinogenes/ M. Mycobacterium sp."
M.komossense tipol senegalense/ M. mucogenicum
(97,9%)
87A M. peregrinum tipo 1 M. peregrinum/M. septicum M. peregrinum
(100%)
87B M.confluentis tipol M.parafortuitum (96,73%) M.parafortuitum
88A M.moriokaense tipo 1 M.aurum (98,6%) M.aurum
88B M.kumamotonense tipo 1 M.arupense (97%) M.arupense
88C M.kumamotonense tipo 1 M.arupense (100%) M.arupense
88D M.asiaticum tipo 1 M.asiaticum (98,87%) M.asiaticum
89A M.peregrinum tipo 3 M.peregrinum/ M,septicum M.peregrinum
(100%)
89B M.parascrofulaceum tipo 3 M.austroafricanum (98,14%) M.cholorophenolicum
89C M.parascrofulaceum tipo 3 M.austroafricanum (98,14%) M.chlorophenolicum
90A M.bohemicum tipol M.gordonae (99,5%) M.gordonae
90B M.fortuitum tipo 2 M.fortuitum (99,07%) M.fortuitum

“No amplifico en concentraciones suficientes para ser digerido por las enzimas de restriccion (*y « ) especies que comparten pruebas
bioquimicas idénticas.
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Si se comparan los resultados obtenidos por el método PRA con la secuenciacion
del fragmento del gen 16S rARN, el PRA se correspondi6 en su identidad con el 35,71% de
las cepas. Si se utilizan las pruebas bioquimicas como método de validacion de los datos
observados, el 55,36% de las mismas concordaron con los resultados obtenidos por
secuenciacion. En la tabla 8 se muestran los datos concordantes entre los tres métodos.

Tabla 8: Resultados concordantes entre los métodos utilizados, técnica de PRA, secuenciacién de un
fragmento del gen 16S rARN e identificacion bioquimica, de 21/56 aislamientos de MA.
SECUENCIACION 16S rARN

Identificacion por PRA IDENTIFICACION

(% identidad)

BIOQUIMICA

No amplificé®

M.fortuitum (100%)

M.fortuitum

6 M.florentinum tipo 1/ M.lentiflavum (99,54%) Mycobacterium spb.
M. lentiflavum tipo 1
24 M. duvalii tipo 1 M.duvalii (100%) M.duvalii
29A M.vaccae tipol M.vaccae (99%) M.vaccae
30 M.vaccae tipo 1 M. vaccae (99%) M.vaccae
44A M.gordonae tipo 3 M.gordonae (99,75%) M. gordonae
44B M.gordonae tipo 9 M.gordonae (100%) M. gordonae
47A M.flavescens tipo3/M.vaccae M.vaccae (99%) M.vaccae
52B M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 M.aurum (100%) M.aurum
53B M.aurum tipo 2 M.aurum (100%) M.aurum
54 M.gordonae tipo2 M.gordonae (100%) M.gordonae
71 M.porcinum tipo 1/M. peregrinum M.porcinum/fortuitum (99,77%) M.porcinum/
tipo2/M. septicum tipol M.fortuitum
74 M.porcinum tipo 1 /M. peregrinum M.fortuitum/porcinum (99,77%) M.fortuitum o
tipo 2/M. septicum tipo1l M.peregrinum
77A M.vaccae tipol/M.aurum tipo2 (M.aurum 100%) M.aurum
78E M.arupense tipol M.arupense 98%/ M.arupense
M.nonchromogenicum (97,92%)
79B M.porcinum tipol/M.peregrinum M.fortuitum (99,7%) M.fortuitum o
tipo 2/M.septicum tipo 1 M.peregrinum
83A M.aurum tipo 2 M.aurum (100%) M.aurum
87A M.peregrinum tipo 1 M.peregrinum/ M.septicum M.peregrinum
(100%)
88D M.asiaticum tipo 1 M.asiaticum (98,87%) M.asiaticum
89A M.peregrinum tipo 3 M.peregrinum/ M,septicum M.peregrinum
(100%)
90B M.fortuitum tipo 2 M.fortuitum (99,07%) M.fortuitum

# No se obtuvo una amplificacion de concentracion suficiente para que pudiera ser digerida con las enzimas de
restriccion y observados los patrones.
® la tipificacion bioquimica de la cepa 6 no concordé con ninguna de las dos técnicas moleculares utilizadas
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5.4 Identificacion de MA por secuenciacion del gen hsp65

La secuenciacion del gen hsp65, también utilizada para la identificacion de las
diferentes especies de micobacterias (Ringuet et al., 1999; Kim et al., 2005), se emple6
como una herramienta complementaria para estudiar los resultados discordantes. Se
encontrd una concordancia entre este método y el PRA del 50%. Ambas técnicas, si bien
se basan en el analisis del mismo gen, son metodolégicamente diferentes. La no total
concordancia entre los datos obtenidos con uno u otro método podria indicar la presencia de
gran variabilidad entre las cepas de MA. Ademas hay que considerar que la informacion de
las bases de datos de secuencias no siempre es completa y actualizada.

Asimismo, al comparar los resultados de las pruebas bioquimicas, éstos se
correspondieron en un 60,71% con los logrados por secuenciacion del gen hsp65.

Es de destacar nuevamente la repetitividad de los resultados entre las cepas 80B y
79A, 77B, 77C, 78A y 80C, recuperadas de diferentes muestras de un mismo origen
(laguna RRU). También en el caso de los aislamientos de la laguna La Arocena, 29B, 83C,
83D y 86, de iguales patrones de PRA, secuencia hsp65 y pruebas fenotipicas, aunque no se
lograron identificar ni por secuenciacion del gen hsp65 ni bioguimicamente, si bien se pudo
constatar que corresponden al género Mycobacterium. En la tabla 9 se detallan los datos

obtenidos por la técnica de PRA, secuenciacion de hsp65 y pruebas bioquimicas.

Tabla 9: Comparacion de los resultados obtenidos por la técnica del PRA y secuenciacién del gen hsp65,

acompafiado por la identificacién bioquimica, en la tipificacién de 56 aislamientos de MA. Remarcados en

negrita los datos no concordantes entre PRA y secuenciacion del gen hsp65.

Identificacion por PRA SECUENCIACION gen hsp65 (BLAST) IDENTIFICACION
(% identidad) BIOQUIMICA
1 No amplificé Secuencia de mala calidad M.fortuitum
5 M.neoaurum tipo 1/ M.lacticola/M.neoaurum (96%) M.neoaurum
M.parafortuitum tipo 2
6 M.florentinum tipo 1/ M. lentiflavum (99%) Mycobacterium sp.
M. lentiflavum tipo 1
24 M. duvalii tipo 1 M.duvalii (99%) M.duvalii
28 M. poriferae tipo 1 M.poriferae (95%) M.poriferae
29A M.vaccae tipol Secuencia de mala calidad M.vaccae
29B M. komassense /parafortuitum tipo 1 Secuencia de mala calidad Mycobacterium sp.
30 M.vaccae tipol M.aurum (96%) M.vaccae
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Identificacion por PRA

SECUENCIACION gen hsp65 (BLAST)

(% identidad)

(continuacion Tabla 9)
IDENTIFICACION

BIOQUIMICA

34 M.gordonae tipo 9 M.gordonae (100%) M.gordonae

44A M.gordonae tipo 3 M.gordonae (98%) M.gordonae

44B M.gordonae tipo 9 Secuencia de mala calidad M.gordonae

47A M.flavescens tipo3/M.vaccae M.aurum/M.flavescens; M. vaccae (96/94%) M.vaccae

478 M.flavescens tipo3/M. vaccae M.aurum/ M. flavescens; M.vaccae (96/94%) M.vaccae

48B M.vaccae tipol M.gilvum/M.vaccae (96/93%) M.vaccae

48C M.gilvum Secuencia de mala calidad M.vaccae

52B M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 M.aurum (96%) M.aurum

53A M.senegalense tipo 2 M.duvalii (99%) M.duvalii

53B M.aurum tipo 2 Secuencia de mala calidad M.aurum

54 M.gordonae tipo 2 M.gordonae (100%) M.gordonae

69 M.fortuitum tipo 2 M. terrae/M. noncrhomogenicum (99/97%) M.nonchromogenicum

71 M.porcinum tipo 1/M. peregrinum M. brisbanense/M. peregrinum/M. septicum/M. M.porcinum/M.fortuitum

tipo2/M. septicum tipol porcinum/M. fortuitum (98%)
73 M.fortuitum tipo 2 M.terrae/ M.nonchromogenicum (99/97%) M.nonchromogenicum
74 M.porcinum tipo 1 /M. peregrinum tipo2/ M. brisbanense/M. peregrinum (98%) M.fortuitum o
M. septicum tipol M.peregrinum

75 M.brumae tipo1 M. moriokaense (97%) Mycobacterium sp.

76 M.fortuitum tipo 2 M.terrae/M.nonchromogenicum (99/97%) Mycobacterium sp.

77A M.vaccae tipol/M.aurum tipo2 M.aurum/M.Komossense/M.vaccae (97/94%) M. aurum

778 M. parafortuitum tipo 1/ M.vaccae/ M.parafortuitum/ Mycobacterium sp.*
M. komossense tipol M.komossense (96/95%)

77C M.parafortuitum tipo 1/ M.komossense/M. vaccae/ Mycobacterium sp.*
M. Komossense tipol M.novocastense (96%)

77D M.vaccae tipol/M.aurum tipo 2 No dio la secuencia M.aurum

78A M.parafortuitum tipo 1/ M.komossense/M.vaccae/ Mycobacterium sp.*
M.komossense tipol M.novocastense (96%)

788 M.simiae tipo2 M.austroafricanum (96%) Mycobacterium sp.

78C M.gilvum tipol M.duvalii (99%) Mycobacterium sp.

78E M. arupense tipo 1 M.arupense (100%) M.arupense

78F M. arupense tipo 1 M.arupense (99%) M.arupense

78G M.simiae tipo2 M.austroafricanum (96%) Mycobacterium sp.

79A M. novocastrense tipol M.vaccae (93%) M.vaccae

798 M.porcinum tipol/M.peregrinum tipo 2/ M.peregrinum/M. porcinum/ M.fortuitum o

M.septicum tipo 1 M.septicum (98%) M.peregrinum
80A M.lentiflavum/ M. florentinum/ M.lentiflavum (97%) Mycobacterium sp.
M.simiae tipo 5

80B M.novocastrense tipo 1 M.vaccae (93%) M.vaccae

80C M.parafortuitum tipo 1/ M.komossense/M. vaccae/ Mycobacterium sp.*
M.komossense tipol M.novocastense (96%)

80D M. gordonae tipo 4 M.gordonae (96%) M. gordonae
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Identificacion por PRA

SECUENCIACION gen hsp65 (BLAST)

(continuacion Tabla 9)
IDENTIFICACION

(% identidad) BIOQUIMICA
83A M.aurum tipo 2 M.aurum (99%) M.aurum
83C M.parafortuitum tipol/ Mycobacterium sp. (98%) Mycobacterium sp."

M.komossense tipol
83D M.parafortuitum tipol/ M.komossense Mycobacterium sp. (98%) Mycobacterium sp."
tipol
86 M.parafortuitum tipol/ Mycobacterium sp.(97%) Mycobacterium sp."
M.komossense tipol
87A M. peregrinum tipo 1 M.peregrinum/M. porcinum/M.septicum (99%) M.peregrinum
878 M.confluentis tipol M.iranicum/ M. parafortuitum M.parafortuitum
(97/95%)
88A M.moriokaense 1 Secuencia de mala calidad M.aurum
88B M.kumamotonense tipo 1 M.arupense (100%) M.arupense
88C M.kumamotonense tipo 1 M.arupense (99%) M.arupense
88D M.asiaticum tipo 1 M.asiaticum (95%) M.asiaticum
89A M.peregrinum tipo 3 M.peregrinum (99%) M.peregrinum
89B M.parascrofulaceum tipo 3 M.rutilum/M. chubuense/ M. chlorophenolicum
M.novocastrense (96%)
89C M. parascrofulaseum tipo 3 M.rutilum/M.chubuense/ M. chlorophenolicum
M.novocastrense (96%)

90A M.bohemicum tipol M.gordonae (98%) M.gordonae
90B M.fortuitum tipo 2 M.setense/fortuitum (99/98%) M.fortuitum

(*y «) especies que comparten pruebas biogquimicas idénticas.

Al confrontar los resultados obtenidos por secuenciacion de un fragmento del 16S
rARN y secuenciacion del gen hsp65 la concordancia es del 48,21%. Los datos se muestran
en la tabla 10.

Tabla 10: Concordancia entre la secuenciacion de un fragmento del gen 16S rARN y secuenciacion del gen

hsp65 e identificacidn por pruebas bioquimicas correspondiente, de 27/56 aisalmientos de MA.

IDENTIFICACION
BIOQUIMICA

N°CEPA  SECUENCIACION 16S rARN

SECUENCIACION gen hsp65 (BLAST)

6 M.lentiflavum (99,54%) M. lentiflavum (99%) Mycobacterium sp.

24 M.duvalii (100%) M.duvalii (99%) M.duvalii

44A M.gordonae (99,75%) M.gordonae (98%) M.gordonae

47A M.vaccae (99%) M.aurum/ M.flavescens; M. vaccae M.vaccae
M.monacense (97,36%) (96/94%)

52B M.aurum (100%) M.aurum (96%) M.aurum

53A M.duvalii (100%) M.duvalii (99%) M.duvalii

54 M.gordonae (100%) M.gordonae (100%) M.gordonae

69 M.nonchromogenicum M. terrae/M. noncrhomogenicum M.nonchromogenicum

(98,49%) (99/97%)
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(continuacién Tabla 10)

N°CEPA  SECUENCIACION 16S rARN SECUENCIACION gen hsp65 (BLAST) IDENTIFICACION
BIOQUIMICA

71 M.porcinum/fortuitum M. brisbanense/M. peregrinum/M. M.porcinum/
(99,77%) septicum/M. porcinum/M. fortuitum M.fortuitum
(98%)
73 M. nonchromogenicum M.terrae/M.nonchromogenicum M.nonchromogenicum
(98,26%) (99/97%)
75 M.moriokaense (99,77%) M. moriokaense (97%) Mycobacterium sp.
76 M.nonchromogenicum M.terrae/M.nonchromogenicum Mycobacterium sp.
(98,17%) (99/97%)
77A M.aurum (100%) M.aurum/M. Komossense M.aurum
/M. vaccae (97/94%)
78C M.duvalii (100%) M.duvalii (99%) Mycobacterium sp.
78E M.arupense (98%)/ M. arupense (100%) M.arupense
M.nonchromogenicum
(97,92%)
79A M.vaccae/ Maustroafricanum M.vaccae (93%) M.vaccae
(98,84%)
79B M.fortuitum (99,7%) M.peregrinum/porcinum/septicum M.fortuitum o
(98%) M.peregrinum*
80B M.vaccae (100%) M.vaccae (93%) M.vaccae
83A M.aurum (100%) M.aurum (99%) M.aurum
87A M.peregrinum/ M.peregrinum/M. porcinum/ M.peregrinum
M.septicum (100%) M. septicum (99%)
87B M.parafortuitum (96,73%) M.iranicum/M. parafortuitum M.parafortuitum
(97/95%)
88B M.arupense (97%) M.arupense (100%) M.arupense
88C M.arupense (100%) M.arupense (99%) M.arupense
88D M.asiaticum (98,87%) M.asiaticum (95%) M.asiaticum
89A M.peregrinum/M.septicum M.peregrinum (99%) M.peregrinum
(100%)
90A M.gordonae (99,5%) M.gordonae (98%) M.gordonae
90B M.fortuitum (99,07%) M.setense/M.fortuitum (99/98%) M.fortuitum

*M.fortuitum 3° biovariante similares pruebas bioquimicas que M. peregrinum

Las tablas 11 y 12 resumen el porcentaje de concordancia entre las distintas técnicas
empleadas en la identificacion de MA. Al comparar la técnica de PRA con las otras
técnicas moleculares que se utilizaron observamos una mayor concordancia con la
secuenciacion del gen hsp65. Al analizar los datos obtenidos por pruebas bioquimicas con
los datos moleculares hay una mayor concordancia con los métodos de secuenciacion que

con la técnica de PRA.
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Tabla 10: Porcentaje de concordancia entre la técnica de PRA y otros métodos moleculares
Método PRA |
Secuenciacion 16S rARN 35,71% (20/56)*

Secuenciacion hsp65 50,00% (28/56)
# (N°coincidentes/N°totales)

Tabla 11: Porcentaje de concordancia entre pruebas bioquimicas y métodos moleculares
Método Pruebas bioquimicas |

PRA 48,21% (27/56)°
Secuenciacion 16S rARN 55,36% (31/56)
Secuenciacion hsp65 60,71% (34/56)

# (N°coincidentes/N°totales)

5.5 Posibles nuevas variantes alélicas expresadas en nuevos patrones PRA

Al utilizar distintas técnicas moleculares para la tipificacion de MA, se pudo
observar la presencia patrones de restriccion no descriptos en el PRASITE que podrian
pertenecer a nuevas variantes alélicas dentro del gen hsp65. En la tabla 13 se muestran los
nuevos patrones PRA obtenidos para las correspondientes especies identificadas por
secuenciacion y pruebas bioguimicas.
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5.6  Biodiversidad de MA en agua de red, fuentes publicas arquitectonicas de la

ciudad de General Pico, La Pampa y en humedales de la zona de influencia.

Las especies mas frecuentemente recuperadas a partir de agua de red fueron M.
nonchromogenicum (28%), M. fortuitum (18%) y M. gordonae (18%), seguidas de M.
fluoranthenivorans/neoaurum (9%), M. lentiflavum (9%), M.moriokaense (9%) y M.

porcinum (9%). (Figura 19).

Diversidad DE MA en agua de red

M.porcinum
9%

M.

I'IOI'IC|'II’0I'I'IOgeI'IiCLII'I'I

M.moriokaense 8%

™~

9%

M.gardonae
18%

M. fortuitum
18%
M.lentiflavum
9%
M.neoaurum;
fluoranthenivorans
9%

Figura 19: Distribucion de especies de MA aisladas a partir de aguas de red de la ciudad de Gral. Pico, La
Pampa, desde invierno 2010 a verano 2012.

En la figura 20 se muestra la biodiversidad de MA hallada en las fuentes publicas
arquitectonicas, recuperandose M. peregrinum (23%), M. parafortuitum (11%), M. aurum
(11%), M. arupense (11%), M. asiaticum (11%), M. chlorophenolicum (11%), M. gordonae
(11%) y M. fortuitum (11%).
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Figura 20: Distribucion de especies de MA recuperadas a partir de fuentes publicas arquitectdnicas de la

ciudad de General Pico, La Pampa, durante el periodo 2010-2012.

En las aguas de humedales se recuperaron en su mayoria especies cromogenas. Los

aislamientos fueron identificados como M. vaccae (25%), M. duvalii (21%), M. aurum
(18%), M. gordonae (10%), Mycobacterium sp. (10%), M. arupense (4%), M.

monacense/acapulcensis (4%), M. poriferae (4%) y M. intracellulare (4%). (Figura 21).

M.intracellulare
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M.arupense Mycobacterium sp.
e 1% M.vaccae
M.monacense/ 25%
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Diversidad de MA en aguas de humedales
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Figura 21: Distribucion de especies de MA recuperadas a partir de humedales en a zona de influencia de la

ciudad de General Pico, La Pampa, durante el invierno 2010-verano 2012.
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6. DISCUSION

Una de las actividades de nuestro laboratorio consiste en la identificacion de MA
recuperadas a partir de diferentes muestras ambientales y su implicancia en Salud Publica y
Sanidad Animal. Para ello, es necesario establecer un esquema de identificacién de
micobacterias eficaz que se adecue a nuestras caracteristicas tecnologicas y posibilidades
presupuestarias. Por ello este estudio se basa en la comparacion de los métodos fenotipicos
y moleculares a modo de poder establecer un protocolo de trabajo mas conveniente para la
identificacion de las diferentes especies de MA. En consecuencia el objetivo primordial de
este trabajo fue evaluar la utilidad de la técnica del PRA para la tipificacion de MA
recuperadas de muestras de agua de distintos origenes, considerada una ruta de trasmision
importante de micobacterias. Este método es factible de poder ser implementado en nuestro
laboratorio considerando que se requiere de una mediana complejidad.

La diferenciacion de las especies del género Mycobacterium tradicionalmente se ha
realizado mediante el uso de perfiles de pruebas bioquimicas siendo esta una metodologia
muy laboriosa que requiere como minimo entre 4 a 8 semanas para poder emitir un
resultado (Springer et al., 1996).

Al igual que lo descripto por otros autores (Springer et al., 1996; Tortoli et al.,
2001; Esparcia et al., 2011), los esquemas estandar de identificacion bioguimica pueden
proporcionar resultados tanto ambiguos como erréneos, debido a que algunas de las
pruebas que se utilizan no son altamente reproducibles. Por otro lado, el fenotipo de una
especie puede exhibir notable variabilidad dependiendo del origen de la muestra ya sea
clinica y/o ambiental (Falkinham, 2003). Se debe considerar ademas que la base de datos
disponibles de las caracteristicas fenotipicas se limita a las especies comunes mientras que
en otras especies menos frecuentes no estan estandarizadas la totalidad de las
determinaciones, haciendo que la precisa identificacion a través de este método no sea
posible, debido al creciente nimero de especies de Mycobacterium con superposicion de
caracteristicas fenotipicas (Springer et al., 1996; da Silva Rocha et al., 2002).

Nosotros observamos algunas variables intrinsecas del cultivo que pueden

influenciar en el resultado de la tipificacién bioquimica como el tamafio del indculo (prueba
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del nitrato) el tiempo de incubacién (pruebas de pirazinamidaza, catalasa semicuantitativa,
reduccion del telurito) y la composicion del medio de cultivo, principalmente en las
especies de lento crecimiento o aquellas muy exigentes nutricionalmente.

Otro claro ejemplo de las limitaciones de la identificacion bioquimica se muestra
con M. flavescens, ya que en la ultima edicién del Manual de Bergey (Withman et al.,
2012) se describe solo los resultados de seis determinaciones, no siendo éstas suficientes
para distinguirla entre otras especies posibles tales como M. komossense.

Considerando las dificultades ya expresadas de las técnicas convencionales y el
aumento en la incidencia de las micobacteriosis durante la Ultima década, se han
desarrollado procedimientos de identificacién basados en la secuencia de acidos nucleicos y
sistemas disponibles comercialmente tales como AccuProbe System (Gen-Probe, San
Diego, CA) e INNO LiPA Micobacterias (Innogenetics NV, Gante, Bélgica) los cuales son
métodos relevantes para el diagndstico de laboratorio, con el inconveniente de caracterizar
s6lo un namero limitado de especies (Miller et al., 2000; Scarparo et al., 2001).

La técnica de PRA es una técnica rapida, facil de implementar en el laboratorio, de
relativo bajo costo, utilizada en el diagnostico (Devallois et al., 1997; Taylor et al., 1997).
Ademas se ha empleado para estudios taxondémicos (Picardeau et al., 1997) y en la
caracterizacion de nuevos aislamientos (Legrand et al., 2000; Oliveira et al., 2000). En un
principio se desarroll6 un algoritmo de identificacion de 24 especies de Mycobacterium
(Taylor et al., 1997) y posteriormente se amplio a 54 (Brunello et al., 2001). En la
actualidad se describen 177 patrones diferentes en la base de datos PRASITE.

El método de PRA constituye una valiosa herramienta diagndstica que puede
considerarse como una prueba de orientacion y apoyo a la identificacion en el laboratorio
de micobacterias (Murcia et al., 2004), sin embargo su sensibilidad y especificidad estan
influenciadas por un gran namero de variables. Para contribuir a la validacion del PRA un
grupo de investigadores, realizé un estudio multicéntrico en ocho laboratorios diferentes,
donde se concluy6 que si bien el PRA es un método de facil implementacidn existen
algunos puntos criticos que influyen marcadamente en la robustez de la técnica, tales como
la calidad del gel, las condiciones de funcionamiento de la corrida electroforética y la

interpretacion de los patrones (Ledo et al., 2005).
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Al comenzar con el andlisis de los datos de esta investigacion y observar la falta de
concordancia entre pruebas fenotipicas y el PRA de 35 aislamientos se recurrio a la
secuenciacion de un fragmento del gen 16S rARN para su correcta identificacion. Es
necesario considerar que cuando se practica la técnica del PRA sobre gel de agarosa y la
diferenciacion entre dos fragmentos de restriccion es muy sutil (de 5 a 10 pb) es posible que
dichos fragmentos se visualicen como una uUnica banda mas ancha en lugar de dos,
interfiriendo asi en la interpretacion de los resultados. Esta problematica se presenté con las
cepas 24, 71, 74, 79B y 89A. Dicho error se corrigié al conocer la secuencia del fragmento
del gen16S rARN y volver a interpretar los patrones PRA obtenidos en el gel de agarosa.
Por ejemplo, en referencia a la cepa 24, cuando se interpret6 el patron de restriccion sobre
el gel se observd una de las bandas con un tamafio de 129 pb, identificandose en una
primera instancia como M. novocastrense o M. flavescens, con elevado score. Cuando se
caracterizd dicha cepa por secuenciacion del fragmento 16S rARN, hsp65 y pruebas
bioguimicas, se identific6 como M. duvalii. Es por ello que pudimos inferir que no se
trataba de una Unica banda sino que en realidad eran dos de 135 y 130 pb,
aproximadamente. Esto pondria en evidencia que si bien se utiliza un sistema informatico
para la determinacion del tamafio de las bandas, existe en algunas oportunidades, una
valoracion subjetiva de las mismas.

Cuando se compararon entre si los resultados obtenidos entre la técnica del PRA 'y
las pruebas bioquimicas determinamos una concordancia del 48,21%, mientras que en
estudios anteriores se habia demostrado una concordancia del 74% (Chiamara et al., 2008)
y 82% (Godoy et al., 2008), tratindose en ambos casos de cepas aisladas a partir de
muestras clinicas.

Por otro lado el PRA resultd ser mas preciso cuando lo comparamos con los datos
obtenidos por secuenciacion del gen hsp65 (50,00%) mientras que cuando lo contrastamos
con la secuenciacion del fragmento 16S rARN (35,71%). Sin embargo, otros investigadores
obtuvieron mejores resultados ya que identificaron correctamente el 90,3% (Chimara et al.,
2008) y 96% (Godoy et al., 2008) de los aislamientos clinicos con el método PRA, en
referencia a la secuencia del gen hsp65.

En un laboratorio de Brasilia, se analizaron MNT aisladas de 192 pacientes y solo el
30% de las cepas de MNT se identificaron correctamente mediante la técnica de PRA, en
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comparacion con la secuenciacion del gen hsp65, aunque la inclusién sugerida de una
enzima de restriccion adicional (Sm1l) aumento la resolucion en aproximadamente el 90%
(da Costa et al., 2010).

A su vez en nuestro estudio, las pruebas bioquimicas fueron méas precisas que la
técnica de PRA, identificando el 55,36% y 60,56% de los aislamientos en correspondencia
con la secuencia del 16S rARN y la secuencia hsp65, respectivamente. Estos datos difieren
a los descriptos por otros autores, pues a pesar de que ellos describieron una precision en
las pruebas bioquimicas del 77,9% (Chimara et al., 2008) y 92 % (Godoy et al., 2008),
dichos porcentajes fueron relativamente menores que los del PRA.

Estas discrepancias entre nuestros datos y los descriptos en la bibliografia podrian
explicarse porque en este estudio se incluyeron aislamientos recuperados a partir de
muestras ambientales. La presion de seleccidn que ejerce el habitat sobre las micobacterias
podria ser la causa de las diferencias fenotipicas y genotipicas encontradas, lo que llevaria a
la prevalencia de cepas capaces de resistir las condiciones ambientales presentes, que a su
vez intervienen en la regulacion de la expresion génica.

Es de destacar que estudios realizados por da Silva Rocha et al. (2002) con un
namero significativo de aislados clinicos pertenecientes a 16 estados de Brasil,
determinaron la presencia de un 10% de variantes alélicas no descritas hasta ese entonces.
Los mismos incluyeron nuevos patrones para algunas especies tales como M. scrofulaceum,
M. intracellulare, M. flavescens, M. fortuitum, M. gordonae y M. terrae, mientras que otras
cepas no pudieron ser identificadas, demostrando la gran diversidad y la distribucién
biogeogréafica de los genotipos de las micobacterias.

Otros investigadores que estudiaron MA aisladas a partir de aguas naturales y
tratadas de un zooldgico de San Pablo, encontraron solo el 19% de los aislamientos con
patrones PRA definidos (Brianesi et al., 2012).

Analizando los datos no concordantes entre el PRA y los otros métodos utilizados
para la identificacion de MA podriamos suponer la existencia de un 21,43% (n=12/56) de
variantes alélicas en los aislamientos con nuevos patrones de restriccion (Tabla 13). Al
tratarse de cepas aisladas del medio ambiente y de lugares geograficos nunca antes
estudiados, es muy posible la presencia de especies ya conocidas con nuevos patrones PRA

e incluso de nuevas especies.

71



Existen algunos antecedentes donde la sospecha de cepas con posibles nuevos
patrones de PRA resultaron ser en realidad especies del género Nocardia (Zumarraga et al.,
2012). La técnica de PRA no se utiliza exclusivamente para diferenciar especies de
Mycobacterium y esta posible interferencia es debido a que tanto la identificacion de
especies de Mycobacterium como de Nocardia por PRA utilizan los mismos primers
descriptos por Telenti et al., (1993) para la amplificacion del gen hsp65, con la sola
variacion de las enzimas de restriccion (Steingrube et al., 1995). Si bien este antecedente
fue publicado hace varios afios, no es mencionado en las publicaciones de PRA de
micobacterias (Zumarraga et al., 2012).

Cuando se realizd la secuenciacion tanto del gen 16S rARN como el gen hsp65 se
pudo constatar que todos los aislamientos estudiados se correspondieron con el género
Mycobacterium.

Las anteriores referencias y los resultados de este trabajo sugieren que para
identificar cepas aisladas a partir de muestras ambientales la técnica del PRA debe
acompafiarse por métodos de secuenciacion y métodos fenotipicos. De acuerdo con da
Silva Rocha et al. (2002) las consecuencias de utilizar PRA como procedimiento Unico de
identificacion dependera de cuanto se conoce las frecuencias de los genotipos de MA en la
region de interés y se necesitara de un método adicional tanto molecular como fenotipico
para cada caso.

Algunos investigadores (Ferdinand et al., 2004; da Costa et al., 2010) concuerdan
en que la técnica de PRA no es adecuada para identificar especies nuevas o raramente
observadas y es necesario recurrir a la secuenciacion del 16S rARN vy el anélisis de los
acidos micélicos por HPLC para una identificacion definitiva.

Es importe remarcar que en todas las técnicas utilizadas en este ensayo, se pudo
comprobar la reproducibilidad de resultados cuando se tratd de un mismo aislamiento,
recuperado a partir de una misma muestra o de distintas muestras de un mismo origen,
sugiriendo ademas la presencia potencial de linajes prevalentes.

Si bien la técnica del PRA no se utiliza para la identificacion de especies del
complejo M. tuberculosis, la misma es capaz de diferenciarlas del resto de las
micobacterias. Wong et al. (2003) identificaron un total de 2.036 aislamientos clinicos
utilizando el PRA en conjuncién con otros métodos. Con la técnica de PRA se identificd el
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100% de los aislamientos pertenecientes al complejo M. tuberculosis y se describieron
resultados altamente consistentes para especies del complejo M. avium (MAC) y para la
mayoria de los aislamientos de M. fortuitum, M. chelonae y M. kansasii.

El 100% de identidad entre la secuencia del fragmento 16S rARN de la cepa aislada
y la secuencia compatible con la especie identificada en las bases de datos, solo se alcanzo
en el 28,57% de los aislamientos, lo que nos permite inferir la variabilidad en el gen
analizado. Estudios realizados para evaluar la bases de datos RIDOM han demostrado una
marcada microheterogenicidad del gen 16S rARN en las especies de micobacterias. Esta
variabilidad intraespecifica del gen ha sido reportada independientemente en varias
oportunidades, por ello es necesario incluir mas de una cepa representativa en una base de
datos exhaustiva (Harmsen et al., 2003).

Si se analiza el porcentaje de identidad de nuestras cepas con la secuencia del gen
16S rARN depositada en la base de datos, se pudo observar que la concordancia con el
PRA, aln cuando existe un 100% de identidad, es reativamente baja (56,25%). Esto
demostraria como ya se discutié anteriormente, la presencia de posibles nuevos patrones
PRA aun no descriptos.

La identificacion por pruebas bioquimicas mostré un 87,50% de concordancia
cuando la identidad en la secuenciacion del 16S rARN fue completa. Sin embargo es
relevante que la tipificacion fenotipica necesitd de la complementaridad de dicha técnica
para la correcta identificacion.

Otro factor que puede contribuir a la variabilidad intraespecie es la presencia de dos
alelos del gen 16S rARN en el genoma de algunas micobacterias, generalmente en las de
rapido crecimiento, aunque no es exclusivo de ellas. Asimismo, cuando presentan multiples
copias son generalmente idénticas o muy similares (Turenne et al., 2001).

Debe tenerse en cuenta que la secuenciacion del gen 16S rARN es util para la
identificacion de todas las especies, excepto para diferenciar entre M. kansasii y M. gastri,
M. malmoense y M. szulgai, M. marinum y M. ulcerans y entre M. abcessus y M. chelonae.
En estos casos, es Util la téecnica de PRA (Kirschner et al., 1993; Harmsen et al., 2003; Ledo
et al., 2004). Ademas, el patron de dominios conservados y variables dentro de la molécula

de rARN ofrece la ventaja Unica de realizar una sola reaccion de amplificacion para la
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identificacion de practicamente todas las especies de Mycobacterium (Kirschner et al.,
1993).

En cuanto a la diversidad encontrada de MA en el agua de red, fuentes
arquitectonicas de la ciudad de General Pico y en los humedales de la zona de influencia,
fue similar a la descripta en la bibliografia (Le Dantec et al., 2002; Lee et al., 2008; Kazda
et al., 2009; Brianesi et al., 2012; Oliveira et al., 2012). Las especies mas frecuentemente
aisladas en agua de red fueron M. nonchromogenicum (n=3), M. gordonae (n=2) y M.
fortuitum (n=2). En referencia a los humedales y fuentes arquitectonicas las mas frecuentes
fueron M. vaccae (n=8), M. duvalii (n=7), M. aurum (n=6), Mycobacterium sp. (n=6), M.
gordonae (n=4), M. arupense (n=4), M. fortuitum (n=2), M. peregrinum (n=2) y M.
monacense/acapulcensis (n=2).

Estos resultados sugieren que el agua es una importante fuente de MA, capaces de
producir micobacteriosis, por lo que seria importante un monitoreo continuo para estudiar

el riesgo potencial que representarian para la salud las especies identificadas.
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7.

CONCLUSIONES

El PRA es una técnica rapida y facil de implementar en un laboratorio de baja
complejidad, a diferencia de las pruebas bioguimicas, pero se requiere de otras
técnicas moleculares complementarias, especificamente cuando se desea identificar
micobacterias de origen ambiental pigmentadas y de rapido crecimiento o también
en aquellos casos que se obtienen posibles nuevos patrones de restriccion.

Las pruebas bioquimicas son de gran utilidad para respaldar los datos obtenidos por
técnicas moleculares, principalmente en aquellos casos en los cuales por si solos,

tanto uno u otro método, no pueden definir la especie de Mycobacterium aislada.

Las cepas caracterizadas en las cuales fueron concordantes los patrones PRA con la
secuenciacion de los genes 16S rARN y hsp65, conjuntamente con las pruebas

bioquimicas, constituiran parte del cepario de la ciudad de General Pico, La Pampa.

Las distintas fuentes de agua estudiadas constituyen un importante reservorio de
micobacterias ambientales, posibles patdgenas oportunistas, de importancia para la

salud publica.

En ninguna de las muestras estudiadas se aislaron los pat6genos obligados

M.tuberculosis y M. bovis, asi como tampoco M.avium subsp. paratuberculosis.

Es conveniente llevar a cabo un registro propio de los patrones de restriccion de
especies predominantes en el sitio geografico estudiado pues en un futuro puede
contribuir a la identificacion de MA productoras de micobacteriosis en pacientes

habitantes de la zona.

De acuerdo a los datos alcanzados y nuestra experiencia adquirida en este estudio
pudimos diagramar un esquema simplificado para la identificacion de micobacterias
ambientales provenientes de muestras de origen ambiental, capaz de ser transferido

a otros laboratorios (Anexo 1: Recomendaciones).
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ANEXO 1 - RECOMENDACIONES

Esquema general de identificacion de micobacterias a partir de muestras de agua

Los resultados obtenidos nos permitieron diagramar un esquema de identificacion
de especies de MA a partir de muestras de origen ambiental que se adecue a nuestro
laboratorio. En el Figura 18 se puede observar dicho esquema.

Luego de ser procesadas, las muestras de agua se cultivaron a tres temperaturas
diferentes: 25, 32 y 42°C. A 42°C no se obtuvieron aislamientos en ninguna de las muestras
de agua estudiadas. Es de destacar que algunas MA pueden no crecer por encima de 35°C.
Por otro lado las cepas con temperatura de crecimiento éptimo cercano a 35-37°C fueron
capaces de crecer a 32°C.

En cuanto a los medios de cultivo, se utilizaron Lowestein Jensen, Stonebrink y
Herrold con micobactina J. Es importante considerar que algunas cepas recuperadas a partir
de este altimo, cuando se repicaron en LOowenstein Jensen su velocidad de crecimiento
disminuy6 considerablemente.

Una vez determinado la velocidad de crecimiento y la capacidad de formar
pigmentos en presencia o ausencia de luz de las colonias BAAR positivas, es recomendable
realizar PRA y pruebas bioquimicas mas comunes: crecimiento a 42°C, reduccion de
nitrato, arilsulfatasa 3 dias y 2 semanas, hidrolisis del tween 80, urea, crecimiento en NaCl
al 5%, toma de hierro, catalasa semicuantitativa (SC), catalasa a 68°C, hidroxilamina,
utilizacion de citrato y manitol. Las pruebas [-galactosidasa, reduccion de telurito,
pirazinamidasa y crecimiento a 45°C en aquellos casos que ayudarian a definir la especie.

Nosotros observamos que las cepas de lento crecimiento tuvieron un alto porcentaje
de concordancia entre el PRA y las pruebas bioquimicas. EI mismo comportamiento se
registr6 para las cepas rapidas y no cromégenas. En ambos casos no seria necesaria la
secuenciacion.

Por otro lado podriamos aconsejar que se utilice la técnica de PRA para la
identificacion de aquellas cepas rapidas y fotocromdgenas compatibles con M.vaccae, y no
en el caso del resto de aislamientos pigmentados y de rapido crecimiento, los cuales

deberian secuenciarse, ya que hemos observado gran variabilidad en sus patrones de
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restriccion y pruebas bioquimicas. En este estudio el 53,57% de los aislamientos

correspondieron a este tipo de cepas.

Tanto para la tipificacion a través de pruebas bioguimicas como por la técnica de

PRA, es un requisito ineludible que el aislamiento provenga de un cultivo puro para evitar

interpretaciones erréneas. Cuando se manipulan muestras ambientales es frecuente obtener

aislamientos mixtos bajo un mismo fenotipo de colonia.
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(zegin 2k3 0 baia carga microbana]
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Figura 18: Esquema de identificacion de MA para ser utilizado en el procesamiento de muestras ambientales.

(LJ: medio Léwenstein Jensen; S: Stonebrink; H: medio Herrold con micobactina)
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ANEXO 2 - MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

MEDIO LOWENSTEIN JENSEN

i) Medio basal

Polvo base comercialde LJ..................... 373¢g
aguadestilada................... 600 mL
i) Glicerina............cooovviiiiiiis ceieeeannn .. 12 mL
iii) Suspension de huevos enteros......... 1.000 mL

Procedimiento:

Suspender 37,3 g del polvo en 600 mL de agua destilada. Calentar agitando continuamente
y hervir 1 minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. Enfriar a 50°C
aproximadamente. Los huevos que deben ser frescos, se limpian con agua y detergente, se
enjuagan con agua corriente y se dejan secar. Se desinfectan con alcohol 70°. Se van
rompiendo uno a uno en el borde de un vaso de precipitado y se vuelca el contenido en otro
vaso de precipitado apropiado para medir 1L. Con la licuadora se mezclan tratando de no
formar exceso de burbujas. La suspension resultante se vuelca en el frasco de 2L de
capacidad que contiene la solucién de medio base estéril. Agregar 12 ml de glicerina estéril.
Se agita moviendo el frasco en forma circular. Se filtra el medio por un embudo estéril
cubierto en gasa, con una goma en el extremo del cafio de salida con pinza de Mhor. Se
distribuye en tubos estériles con tapa a rosca (16x16 mm), flameando la boca de los
mismos. Se debe trabajar siempre en condiciones de asepsia. Se colocan los tubos en el
coagulador (horno a 85°C) de manera que queden picos de flauta desde el fondo hasta cerca
de la boca del tubo. Los tubos deben permanecer en el coagulador alrededor de 30 min
hasta su completa solidificacion.

MEDIO STONEBRINK

i) Solucidn de sales:

Fosfato monopotasico (KH2POg)....oevovviviniiiiia 3,5¢
Fosfato disédico (Na;HPO4. 2H70).....cviovinvinee, 2090
Piruvato de SOd10. . .uvmne et 6,259
Agua destilada c.S.p....ovviiiiii 500 mL
i) Suspension de huevos enteros........................ 1.000 mL
iii) Solucién acuosa de verde de malaquita al 2%.......... 20 mL

Procedimiento

Preparar la solucion de sales y esterilizar a 121°C durante 15 min. Dejar enfriar a
temperatura ambiente. Los huevos que deben ser frescos, se limpian con agua y detergente,
se enjuagan con agua corriente y se dejan secar. Se desinfectan con alcohol 70°. Se van
rompiendo uno a uno en el borde de un vaso de precipitado y se vuelca el contenido en otro
vaso de precipitado de 1L. Con la licuadora se mezclan tratando de no formar exceso de
burbujas.La suspension resultante se vuelca en el frasco de 2L de capacidad que contiene la
solucion salina estéril y se le agrega la solucion de verde de malaquita. Se agita moviendo
el frasco en forma circular. Se filtra por un embudo estéril cubierto en gasa, con una goma
en el extremo del cafio de salida con pinza de Mhor. Se distribuye en tubos estériles con
tapa a rosca (16x16mm), flameando la boca de los mismos. Se debe trabajar siempre en
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condiciones de asepsia. Se colocan los tubos en el coagulador (horno a 85°C) de manera
que queden picos de flauta desde el fondo hasta cerca de la boca del tubo. Los tubos deben
permanecer en el coagulador alrededor de 30 min.

MEDIO HERROLD CON MICOBACTINA

1) Medio basal

Peptona..........coooviiiiiiiiiiiiiii 9,0g

NaCl.. ... 4,5¢

AT i 15,3g

Extractode carne.................c.oeeiiinnnn. 2,7g
Glicerina..........cooeiiii i, 27 mL
Aguadestilada.................ooiL 870 mL

NAOH 4%.....ccvviiiiiiiiie e 4,1 mL aprox.

1) Micobactina..........o.oveiiiiiiiiii e 2 mg*
iii)Solucidn estéril de verde de malaquita 2% (en agua)..5,1mL
IV) Yemas de huevo .........ocooevviiiiiiiiiiiiicieeee 6

Procedimiento

Se calientan los componentes hasta disolver el agar. Agregar la glicerina y medir el pH.
Esterilizar en autoclave 15 min a 121°C. Luego dejar que enfrie a 56°C agregar la
micobactina y las yemas de huevo. Se filtra por un embudo estéril cubierto en gasa, con una
goma en el extremo del cafio de salida con pinza de Mhor. Se distribuye en tubos estériles
con tapa a rosca (16x16mm), flameando la boca de los mismos. Se debe trabajar siempre en
condiciones de asepsia. Se colocan los tubos en el coagulador (horno a 85°C) de manera
que queden picos de flauta desde el fondo hasta cerca de la boca del tubo y se apaga el
mismo. Se dejan unos 10 minutos y se dejan enfriar.

*La micobactina comercial se resuspende en el volumen adecuado de etanol. Se agrega la
cantidad suficiente al medio para obtener una concentracion final de 2mg/L.

SOLUCIONES DE USO
Soluciéon TAE 50X

Trismabase.........ccoovvvviieiinnnn... 2429
Acido aCetiCO.....vveeei i, 57,1mL
EDTA. ..o, 37,2¢g

Volumen final (agua bidestilada).....1.000 mL

Solucion TAE 1X
Solucion TAE S0 X........oooeennitn 20 mL
Volumen final (agua bidestilada)...1.000mL
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ANEXO 3 - PRUEBAS BIOQUIMICAS

A. Caracteristicas del cultivo

- Tiempo de desarrollo

-Temperatura 6ptima de desarrollo

-Aspecto de la colonia

Medios de cultivo:

Se utiliza los medios Léwenstein Jensen (LJ) y Stonebrink (S). También puede usarse
Middlebrook 7H10 o 7H11.

Procedimiento:

Preparar una suspension madre bacilar del cultivo que se va a estudiar, se compara la
turbidez de una suspensién McFarland 0,5. Se realiza una dilucién 102 6 10° de esa
suspensién madre, con el fin de obtener colonias bien separadas en el cultivo, se siembran
0,2 mL en tubos de LJ y tubos de S los cuales se incuban de la forma siguiente:

2 LJa20-25°C

3LJylSa37°C

3LJa30°C

2LJy2Sa42°C

Dos tubos de LJ incubados a 37°C y 2 incubados a 30°C se envuelven en papel negro o de
aluminio. Se controla la aparicion de desarrollo y las temperaturas en las que hubo
crecimiento y la presencia o no de pigmentos.

B. Prueba de fotocromogenicidad:

Medios de cultivo:

Se utiliza los medios Léwenstein Jensen (LJ) y Stonebrink (S).

Procedimiento e interpretacion:

En lo que respecta a la presencia de pigmento, dos son los resultados posibles:

a) Se observa la presencia de pigmento tanto en los tubos cubiertos como en los no
cubiertos (escotocromogenicidad).

b) Si no se observa pigmentos en ninguno de ellos se debe efectuar la prueba de
fotocromogenicidad que consiste en destapar uno de los tubos y colocarlo expuesto a la luz
natural directa (o ldmpara fluorescente a 40 cm) durante 48hs. Luego de este periodo se
destapa el tubo restante y se compara su color con el expuesto a la luz. De observarse en
este Gltimo la presencia de pigmento, se considera a la cepa fotocromoégena. Esta prueba
no es valida si el cultivo tiene mas de 3 semanas.

C. Reduccién de nitratos

Preparacion de medios y reactivos:

-Se prepara una solucion de NaNO3 0,01M en buffer fosfato 0,022M, pH=7, de la siguiente
forma:

Solucion 1:
KH2POq.eveeiiii 3,029
Agua destilada............. 1.000 mL
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Solucién 2:

NaoHPOs. oo 3,16 g
Agua destilada............. 1.000mL
Solucion 3:

Agregar 611 mL de la solucion 2 a 389 mL de la solucion 1, llevar a pH=7.
Solucion de sustrato de nitrato de sodio en buffer:

Solucion 3................ 1.000 mL
Distribuir en alicuotas de 100mL vy esterilizar en autoclave a 121°C 15 minutos.

-Solucion de &cido clorhidrico:

Acido clorhidrico concentrado................ 10 mL
Aguadestilada.................... 10 mL

Agregar lentamente el acido al agua destilada, nunca a la inversa. Mantener en un frasco
color @mbar, en oscuridad en heladera.

-Solucién de sulfanilamida 0,2%:

Sulfanilamida .............. 0,2%

Agua destilada............ 100 mL

Mantener en un frasco color &ambar en oscuridad y en heladera.

-Solucion de N-naftiletilendiamina 0,1%:
N-naftiletilendiamina.................. 0,1g
Aguadestilada......................... 100 mL
Conservar la solucion en frasco color ambar en oscuridad y en heladera.
Procedimiento

Colocar 2 mL de solucion de nitrato de sodio 0,01M en solucion buffer de fosfato,
en tubos estériles de 16 mm x 125 mm con tapa rosca, a los que se introduce con ansa
aproximadamente 10 mg de masa bacilar de un cultivo de menos de 1 mes, tratando de
homogeinizar la mezcla. Se incuba la suspension 2 horas a 37 °C. Al cabo de ese tiempo,
acidificar con una gota de solucion de acido clorhidrico (dilucion 1:1 en agua). Agregar 2
gotas de solucion de sulfanilamida 0,2% y 2 gotas de solucion de N-naftiletilendiamina
0,1%.
Interpretacion
El desarrollo de color se produce entre 30 a 60 segundos. S6lo son considerados positivos
3+(rojo) y 5+(purpura) de la escala. Si no se produce color se confirma el resultado como
negativo por el agregado de pequefia cantidad de polvo de zinc. Si el color rojo desarrolla
después del agregado de zinc, significa que el nitrato est4 todavia presente y es catalizado
por el zinc con formacidn del color, por lo cual la reaccion es verdaderamente negativa. Si
el color no se produce después del agregado de zinc, repetir la técnica para confirmar la
reaccion. La prueba se realiza con un control positivo: (M. fortuitum) y negativo (tubo sin
indculo bacteriano).
El método no es altamente reproducible entre laboratorios y es conveniente utilizar una
escala de color estandar.
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El problema entre las divergencias del método se ha producido con M. szulgai, sobre el cual
algunos informes lo han reportado nitrato reductasa negativo.
Rosado palido: +/-

Rosado claro: 1+

Rosado intenso: 2+

Rojo: 3+

Rojo intenso: 4+

Rojo puarpura: 5+

Solamente son considerados positivos: 3+ a 5+.

Estandar de reduccion de nitrato

Solucidn concentrada:

Solucioén a: fosfato disédico 0,067M

Na,HPO,4 anhidro................... 9,47¢
Agua destilada..................... 1000 mL
Solucidn b: fosfato monopotasico 0,067M
KHZPO4 .............................. 9,07g
Agua destilada..................... 1000mL
Solucion c: Fosfato trisodico 0,067M
NazPO4. 2HO. . 25,47g
Agua destilada..................... 1.000 mL

Solucidn d: fenolftaleina 1% (1g en 100 mL de alcohol etilico)

Solucidn e: Azul de bromotimol 1% (1g en 100 mL de alcohol etilico)

Solucién f: Azul de bromotimol 0,01%: preparar mezclando 1 mL de la solucion e) en 100
mL de agua destilada.

Solucion de trabajo:

Mezclar 35 mL de la solucién concentrada a), 1,5 mL de la solucién concentrada b) y 100
mL de la solucién concentrada c).

Procedimiento:

Colocar ocho tubos limpios en una gradilla, numerarlos de 1 a 8, usar el mismo tamafio de
tubos que para la prueba de reduccion de nitrato.

Colocar 2 mL del buffer solucién de trabajo en los tubos 2 a 8.

En 10 mL del buffer solucién de trabajo, agregar 0,1 ml de solucion d) y 0,2 ml de solucion
f). Esto constituye la solucién g.

Colocar 2 mL de la solucién g) en el tubo nimero 1 que corresponde a 5+ del estandar de
color.

Al tubo 2, agregar 2 mL de la solucion g), mezclar bien y transferir 2 mL al tubo siguiente
namero 3, proseguir con la serie de diluciones por el agregado de 2 mL, en todos los tubos
descartando 2mL del Gltimo tubo. Autoclavar los tubos, sellar y mantener a 5°C.

Estandar de color

Tubo 1: 5+

Tubo 2: 4+

Tubo 3: 3+

Tubo 5: 2+

Tubo 6: 1+

Tubo 8: +/-

93



D. Actividad de catalasa

Se puede realizar por tres técnicas:

1- La catalasa semicuantitativa, indica el nivel de produccion de la enzima.

2- Pérdida de la actividad a 68 °C.

3. Método a temperatura ambiente o de la gota. (Se realiza en ocasiones para una
determinacion cualitativa rapida de catalasa).

La reaccion en las micobacterias difiere de la utilizada en otros tipos de bacterias, por el
empleo de perdxido de hidrogeno al 30 % y una solucion concentrada de detergente: Tween
80 al 10 %, el cual ayuda a dispersar la masa bacteriana hidrofébica, hasta bacilos
separados individualmente, maximizando la determinacion de la enzima.

Catalasa semicuantitativa (SC)

Medios y Reactivos

Agua oxigenada 110 voldmenes (solucién de peroxido de hidrogeno al 30 %). Debe
conservarse en heladera. No usar H,0O, al 3% comercializado en farmacias.

Solucidén acuosa de Tween 80 al 10 %. Disolver 10 mL de Tween 80 en 90 ml de agua
destilada, mezclar y autoclavar 10 minutos a 121°C. En el momento de usar calentar
ligeramente para obtener una mejor disolucion, mantener en heladera.

Procedimiento

Distribuir 5 mL de medio de Lowestein-Jensen en tubos estériles de 18 x 150 mm con tapa
a rosca. Coagular el medio con los tubos en posicion vertical, lo cual puede efectuarse
colocando los tubos en un bafio de agua termorregulado a 85 °C, durante 40 minutos.
Inocular la superficie del medio con 0,1 mL de la suspension bacilar en agua destilada
incubar 2 semanas a 32 °C. Observar al cabo de ese tiempo que exista un buen desarrollo
bacteriano.

Mezclar partes iguales de peroxido de hidrégeno y solucién de Tween 80. Mezclar
inmediatamente antes de su uso calculando la utilizacién de 0,5 mL de solucién por cada
cepa. Mantener a temperatura ambiente.

Agregar 1.0 mL de la mezcla de soluciones Tween-peroxido de hidrégeno al tubo de
cultivo.

Dejar el tubo en posicion vertical durante 5 minutos.

Interpretacion

Medir en milimetros la altura de la columna de burbujas sobre la superficie del medio.
Menor de 31 mm: negativa 6 muy débil.

Entre 31 y 45 mm: resultado no concluyente.

Mas de 45 mm: catalasa francamente positiva.

Catalasa cualitativa a 68 °C

Reactivos

Las soluciones de peroxido de hidrégeno y Tween descritas para la prueba
semicuantitativa.

Solucidn reguladora de fosfatos M/15, pH 7: mezclar 61,1 mL de una solucion de fosfato
disodico M/15 (9,47 g de Na,HPO,4 en 1.000 mL de agua) con 38,9 mL de una solucion de
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fosfato monopotasico M/15 (9,07 g de K H,PO,4 en 1.000 mL de agua). Autoclavar a 121°C
15 minutos.

Procedimiento

Distribuir la solucion reguladora, 0,5 mL, en tubos de 12 x 100 mm. Agregar en cada uno
de ellos el contenido de un ansa cargada de colonias tomada de un cultivo joven en medio a
base de huevo. Colocarlos en bafio de agua termorregulado a 68 °C durante 20 min. Retirar
y dejar enfriar a temperatura ambiente. Agregar a los tubos 0,5 mL de una mezcla con
partes iguales de la solucion de Tween y perdxido de hidrégeno.

Interpretacion

Observar la formacion de burbujas en la superficie. Esperar 20 minutos antes de informar el
resultado negativo: no se han producido burbujas.

Controles

M. terrae, M. avium: positivo.

M. tuberculosis: negativo.

E. Hidrodlisis de Tween 80

Medios y Reactivos

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

Rojo neutro.......... 100 mg

Agua destilada...... 100 mL

Sustrato: Solucidn reguladora de buffer fosfato M/15, pH7, Tween 80 y rojo neutro.
Mezclar 61,1 mL de una solucién de fosfato disodico M/15 (9,47 g de Na,HPO, en 1.000
mL de agua) con 38,9 mL de una solucién de fosfato monopotéasico M/15 (9,07 g de K
H,PO4 en 1.000 mL de agua). A 50 mL de buffer fosfato agregar 0,25 mL de Tween 80 y
1mL de solucién de rojo neutro. Controlar el pH que no debe ser menor a 7 y el color
amarillo ambar. Distribuir en tubos con tapa rosca (4 mL cada uno). Autoclavar a 121°C 15
minutos.

Conservar en refrigeracion y sin contacto con la luz, no mas de dos semanas.

Procedimiento

Suspender en el sustrato colonias de un cultivo joven en medio sélido (aproximadamente, el
contenido de un ansa de 3 mm de diametro). Incubar a 32 °C, sin contacto con la luz.
Examinar a los 5y a los 10 dias. Incubar un tubo control sin inéculo.

Interpretacion

Observar los tubos, comparativamente con el control de color &ambar. Se considera positivo
un cambio de color a rosa salmén. Tomar nota de la fecha en que observa ese cambio de
color y seguir incubando hasta completar los 10 dias para confirmar; el color puede
intensificarse a rosado mas intenso y hasta rojo pajizo. Los tubos no deben ser agitados
antes de la lectura. Algunas células pueden tomar el colorante, lo que provoca un color
rosado en el sedimento del tubo, mientras que el sobrenadante continua &mbar; en estos
casos el informe es negativo.

Controles

- M. kansasii: rapido, positivo.

- M. gordonae: lento, positivo.

- M. scrofulaceum: negativo.
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F. Prueba de la pirazinamidasa
Medio de cultivo

Caldo base deshidratado de Dubos comercial.......... 6,59
Pirazinamida................oooiiiiiiiii 100mg
Piruvato de sodio..........cooiiiiiiiiiii 2g
Aguadestilada.................cooooiii 1.000 mL

Calentar la mezcla hasta fundir el agar, distribuir 5 mL en tubos con tapa a rosca de
16x125mm, esterilizar a 121°C 15 minutos, dejar solidificar en posicion vertical.

Solucion de sulfato ferroso amoniacal

Sulfato ferroso amoniacal 19, agua destilada 100 mL.

Procedimiento

Cultivar 5 a 10 mg de la masa bacteriana proveniente de un desarrollo joven en medio
Lowestein-Jensen en el medio de agar preparado para el método, incubar a 32°C durante 4
dias. Agregar a cada tubo 1 mL de la solucion de sulfato ferroso amoniacal 1% y colocar
los tubos en el refrigerador. Luego de 4 horas se examina la presencia de una banda rosada
de difusién de la sal ferrosa.

Interpretacion

La banda rosa en la interfase indica la hidrolisis de la pirazinamida con formacion de acido
pirazinoico.

G. Método de la arilsulfatasa
Medios y reactivos
Solucion de Sustrato 0,08M:

Fenoftaleina disulfato tripotésico.............. 2,60
Aguadestilada..................oo 50 mL
Esterilizar por filtracion. Mantener refrigerado.
Medio

Preparar dos frascos con 90 mL de medio liquido de Dubos, esterilizar a 121°C 15 minutos.
Agregar 10 mL de OADC en condiciones de esterilidad a cada uno. Adicionar al medio
1,25 mL de la solucién del sustrato para la prueba de 3 dias y 3,75 mL para la prueba de 2
semanas. Distribuir asépticamente en tubos de 16x125 mm con tapa rosca, a razon de 2 mL

por tubo.

Reactivo: carbonato de sodio 2N
Na,COs anhidro............. 10,6 g
Agua destilada................ 100 mL

Esterilizar por filtracion.

Procedimiento

Para cada cepa colocar 0,1 mL de una suspension bacilar concentrada de bacterias tomadas
de colonias de un cultivo joven. Incubar a 37°C. A los 3 dias agregar al tubo
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correspondiente 6 gotas de la solucién de Na,COs. A las 2 semanas proceder en forma
idéntica en el tubo restante. Colocar un tubo control con sustrato y sin indculo.
Interpretacion

La aparicion de una coloracion rosada en la parte superior del medio sefiala resultado
positivo indicando la liberacion de fenolftaleina libre.

Cuando el sustrato tiene fenolftaleina libre el tubo control no inoculado puede desarrollar
color rojo al agregarle el reactivo.

H. Toma de hierro

Reactivo
Citrato de hierro amoniacal........................ 4g
Aguadestilada....................ool 100 mL

Procedimiento

Inocular 2 tubos de medio Léwenstein Jensen, cada uno con 0,1 mL de una suspension
bacilar de aproximadamente 1mg/mL de la cepa. Colocar los tubos inclinados difundiendo
la siembra en toda la superficie del medio. Luego en posicion vertical afiadir en el fondo de
uno de ellos 1 ml de la solucion de citrato de hierro amoniacal. En el otro tubo agregar 1
mL de agua destilada estéril. Incubar en posicion vertical a 32°C.

Interpretacion

De ser la reaccion positiva aparece en el tubo con citrato, entre la primera y la tercera
semana de incubacion, un color marron que se va extendiendo a las colonias por encima del
nivel del liquido. Se compara con el tubo control.

I. Crecimiento en NaCl 5%

Medio

Se prepara un lote de medio Léwenstein Jensen con una concentracion final de NaCl al
5%. Asegurarse que la mezcla quede homogénea.

Procedimiento

Inocular una concentracién bacilar aproximada a 1mg/mL en agua destilada a dos tubos de
Lowenstein Jensen, uno con NaCl y otro sin agregado. Incubar a 32°C y examinar una vez
por semana durante 28 dias.

Interpretacion

En el tubo control normalmente se obtendrd colonias incontables. Si, en esas condiciones,
en el tubo con NaCl se observa desarrollo de mas de 50 colonias, se considera que la cepa
es resistente o tolerante al NaCl. Si el desarrollo es menor a 50 colonias se considerara
sensible.

Controles:

M.smegmatis: crecimiento en ambos tubos.

M.avium: sensible solamente en el tubo control.
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J. Reduccién de telurito

Medio

Preparar medio Middlebrook 7H9 y suplementar con 0,5 mL de Tween 80 por cada 100 mL
de medio. Distribuir en volimenes de 180 mL vy esterilizar en autoclave 15 minutos a
121°C. A cada 180 mL de medio estéril mantenido a 50-55°C suplementar con 20 mL de
OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa) adquirido comercialmente o preparado
como sigue.

Preparacion de OADC:

Solucién de dextrosa al 50%: disolver 50 g de dextrosa en 99 mL de agua destilada. Se
agrega 1mL de solucion de acido citrico al 10%. Autoclavar 10 minutos a 121°C.

Complejo albumina-acido oleico:

Disolver 0,12 mL de acido oleico en 20 mL de NaOH 0,05N.

Preparar una solucion de albdmina bovina al 5%, mezclando 95 mL de NaCl al 0,85% y 5 ¢
de la fraccion V albumina.

Agregar 5 mL de la solucién de acido oleico a 95 mL de solucién de albumina al 5%,
ajustar el pH a 6,8. Esterilizar por filtracion. Repartir en recipientes esterilizados e
incubarlos a 37°C durante una noche.

Colocar a bafio maria a 56°C durante 30 minutos y conservar a 4°C.

A 50 mL de complejo albimina-oleico se le agrega 0,8 mL de dextrosa al 50%, y 0,4 mL
de catalasa 1.000 mg/mL.

Solucion de telurito de potasio al 0,2%:

Telurito de potasio 0,19 en 500 mL de agua destilada. Colocar 2 mL en pequefios tubos o
en viales y autoclavar (10 min 121°C). Conservar a 4°C.

Procedimiento

Colocar 2 mL de medio en tubos estériles con tapa a rosca. Inocular 2 tubos con una gota
de suspension bacteriana. Incubar a 32°C por 7 dias (agitar para mejorar el crecimiento).
Agregar 2 gotas de la solucién de telurito 0,2% y agitar. Re-incubar a 35-37°C (no agitar
los tubos durante esta re-incubacion). Observar luego de 3 dias. Si a los 3 dias la prueba es
negativa, descartar este tubo y observar el segundo tubo re-incubado por 9 dias.

Interpretacion

Formacion de un precipitado negro metalico: positivo

No hay formacion de precipitado negro: negativo.

Tubo control sin in6culo: negativo.

Algunas especies producen precipitado marrén o gris, esto debe considerarse como
negativo. No agitar los tubos. Observar la coloracion de la masa bacilar depositada en el
fondo.

Controles

Complejo M. avium-intracellulare: positivo.

Complejo M. terrae: negativo.
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K. Metodo de la ureasa
Medio de cultivo

Peptona............... g
Dextrosa.............. g
NaCl.........oooeeee. S5g
POsHK.............. 2g
Urea........ccuvn... 20g
Rojo fenol......... 0,012¢g

Agua destilada....100 mL

Realizar la mezcla de los componentes y esterilizar por filtracion.

Diluir 1:10 con agua destilada estéril y distribuir en tubos de 13x100 mm con tapa a rosca
en forma aséptica. Mantener en oscuridad y refrigeracion.

Procedimiento

Con el ansa agregar al tubo colonias de un cultivo joven proveniente de medio con huevo.
No arrastrar medio de cultivo. Incubar 3 dias a 32°C.

Interpretacion

La aparicion de color rosa se interpreta como resultado positivo.

Controles

M. avium: negativo.

M. scrofulaceum, M. kansasii: positivo.

L. Prueba de la g-galactosidasa

Medios y reactivos

Reactivo ONPG

Pesar 10 mg del sustrato 2-nitrofenil p-D-galactopirandsido en 10 mL de agua destilada.
Esterilizar por filtracion. Observar que la preparacion no se oxide 0 sea permanezca
transparente.

Procedimiento

Se inocula una suspension bacilar en 0,25 mL de agua a partir de un cultivo joven en
Lowenstein-Jensen. Se coloca una gota de tolueno y se incuba 10 minutos en estufa a 37°C.
Luego se agrega 0,25 mL del sustrato ONPG. Incubar a 37°C durante 24 hs.

Interpretacion

La aparicion de color amarillo indica positivo debido a la hidrélisis enzimatica del sustrato
con liberacion de nitrofenol.

Controles

M. chelonae: control positivo.

M. bovis: control negativo.

M. Hidroxilamina
Medio
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Pesar 0,5 g de hidroxilamina (HA) y diluir en 10 mL de agua destilada estéril. Agregar 1
mL de la solucion a 100 mL de medio base de Lowenstein-Jensen. Distribuir 2 mL en tubos
de 12x120 mm, coagular en pico de flauta durante 50 minutos a 85°C. La concentracion
final de HA es de 500uL/mL

Procedimiento

Inocular una gota de suspension bacteriana. Incubar a 32°C durante 2-3 semanas.

Controles

M. fortuitum: resistente.

M. flavescens: sensible.

N. Utilizacion de Citrato, manitol e inositol
Medio de cultivo

(N H4)SO4 .............................. 2,4g
KH2POy4..iiiiii, 0,59
MQSO4.THO. .o 0,5g
AQAr (2%)....ccceeeeieeieeeece e 209
Agua destilada........................ 950mL
Citratode sodio........................ 5,68
Manitol........coooeviiiiiiii 5.0g
Inositol........ocevveiiiiiii, 5,0g

Procedimiento

Disolver en agua destilada todos los reactivos excepto, citrato de sodio, manitol e inositol.
Ajustar el pH a 7, con NaOH 10% 6 CIH 10%, autoclavar durante 20 min a 121°C.

Medio con Citrato.

Enfriar a 56°C en bafio de agua, disolver 5,6 g de citrato de sodio en 50 mL de agua
destilada, esterilizar por filtracion. Agregar acépticamente esta solucion al medio basal y
distribuir 8 mL por tubo y solidificar en pico de flauta.

Medio con Manitol o Inositol

Enfriar a 56°C en bafio de agua, disolver 5 g de manitol o inositol en 50 mL de agua
destilada, esterilizar por filtracion. Agregar asépticamente esta solucion al medio basal y
distribuir 8 mL por tubo y solidificar en pico de flauta.

Preparar una suspension a partir de un cultivo en LJ, hacer diluciones en base 10 en
solucidn salina estéril hasta no observar turbidez. De la ultima dilucién inocular 0,1 mL en
cada tubo con los medios suplementados. Colocar un tubo control, sin inocular, por cada
medio. Incubar a 32°C y observar a los 14 dias.

Controles

M. smegmatis: desarrolla en los tres medios.

M. fortuitum: no desarrolla en los tres medios.
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ANEXO 4 - ILUSTRACIONES

Pruebas bioguimicas para identificar micobacterias

.\_A;‘ N\
a/\e'\J/

Foto B: pfueba de reduccion de telurito

Foto G: prueba de hidr6lisis del Tween 80 Foto H: prueba de catalasa semicuantitativa
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COLONIAS DE MICOBACTERIAS

M.fortuitum (1) aislado de agua de red M.florentinum/lentiflavum (6) aislado de agua de red

M.poriferae (28) aislado de humedal M.vaccae (30) aislado de humedal

M.vaccae (47A) aislado de humedal M.vaccae (48C) aislado de humedal

M.duvalii (53A) aislado de humedal M.aurum (53B) aislado de humedal
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M.aurum (77A) aislado de humedal Mycobacterium sp. (78A) aislado de humedal

M.vaccae (29A) aislado de humedal Mycobacterium sp. (29B) aislado de humedal
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M.peregrinljm (89A) aislado de fuente arquitecténica  M.peregrinum (87A) aislado de fuente arquitectdnica

M.arupense (88B) aislado de fuente arquitectdnica

M. fortuitum (90B) aislado de fuente arquitectdnica Mycobacterium sp (0 aislado de humedal

Mycobacterium sp. (78G) aislado de humedal M. aurum (77A) y Mycobacterium sp 7C')‘
aislados de humedal

M.gordonae (34) aislado agua de red Mycobacterium sp. (86) aislado de humedal
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