Identificacién rapida del Complejo Mycobacterium avium a partir de aislados
utilizando Genotype Mycobacterium CM.
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Resumen:

Introduccion: Las infecciones ocasionadas por especies de micobacterias no tuberculosas (MNT)
han tenido un incremento en los Ultimos afios, asociado fundamentalmente al aumento de indivi-
duos inmunocomprometidos y al avance de técnicas diagnosticas. Las especies con mayor fre-
cuencia de aislamiento son las integrantes del complejo Mycobacterium avium (MAC), causa fre-
cuentes de infecciones en las personas viviendo con VIH/sida. Actualmente, se han desarrollado
técnicas como el ensayo GenoType Mycobacterium CM permite la diferenciacion rapida y con-
fiable de las especies. Objetivo: Identificar y diferenciar el Complejo Mycobacterium avium utili-
zando la técnica Genotype Mycobacterium CM. Materiales y Métodos: Se realizé un estudio des-
criptivo de corte transversal. Se analizaron 217 aislados de MNT procedentes de pacientes
sintomaticos respiratorios obtenidos en la seccion de diagnostico del LNRI-TBLM del IPK y
aislados enviados para la identificacién de especie de los laboratorios de TB de los Centros Pro-
vinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia pais. El presente trabajo se realizo en el pe-
riodo comprendido entre Abril 2017- Mayo 2022. EI método molecular utilizado fue GenoType
Mycobacterium CM. Resultados: Se obtuvieron 91 (41,9%) aislados de Complejo Mycobacterium
avium, de éstos 50 procedentes de personas viviendo con VIH/sida. La técnica Genotype Mycobac-
terium CM nos permitié separar dentro complejo MAC, las especies Mycobacterium avium (34;
37,4%) y Mycobacterum Intracellulare (57; 62,6%). Conclusiones: Estos resultados demuestran
gue se debe tener especial interés en las infecciones producidas por el MAC para que el paciente
pueda comenzar una adecuada terapia, asi poder prevenir las peligrosas formas diseminadas en
particular en pacientes inmunodeficientes.

Palabras claves: Genotype Mycobacterium CM, Complejo Mycobacterium avium, micobacterias no
tuberculosas.



I. INTRODUCCION

Las infecciones ocasionadas por algunas especies de micobacterias no tuberculosas (MNT) han teni-
do un incremento notable en varias regiones del mundo en los Gltimos afios, asociado fundamentalmente
al aumento de individuos inmunocomprometidos y al avance de técnicas diagnosticas con mayor sensi-
bilidad y especificidad que han permitido mejorar la identificacion de este tipo de infeccion.(1)

Dentro de las especies con mayor frecuencia de aislamiento se encuentra las integrantes del complejo
Mycobacterium avium (MAC), conformado entre otras por las especies M. avium y M. intracellulare,
estas especies estan distribuidas ampliamente en el medio ambiente principalmente en el agua y suelo,
siendo la inhalacion e ingestién sus probables mecanismos de transmision.(2)

La infeccion por este complejo es la principal causa en las personas viviendo con VIH/sida. En estos
pacientes produce una infeccién diseminada, asociada con una gran mortalidad, sobre todo en los que
presentan recuentos de linfocitos T CD4 <100 células/mL-1.También pueden causar linfadenitis en ni-
fios pequefios caracterizada por la inflamacion de los ganglios linfaticos, especialmente del cuello. Aun-
que los sintomas varian dependiendo de la forma de la enfermedad, los sintomas mas comunes incluyen
fiebre, sudores nocturnos, pérdida de peso, y fatiga. (3-6)

La identificacion convencional de estas micobacterias se basa en el analisis de las caracteristicas fe-
notipicas, bioldgicas y bioquimicas, tales como: morfologia, velocidad de crecimiento, produccién de
pigmento, actividad de enzimas vy la utilizacion de sustratos. Muchas de estas técnicas requieren de va-
rias semanas para obtener sus resultados. (7)

Actualmente, se han desarrollado técnicas de hibridacidn reversa y tecnologia de sonda en linea, co-
mo el ensayo GenoType Mycobacterium CM permite la diferenciacion rapida y confiable de las espe-
cies de MNT ya que genera un patron especifico para cada una. El objetivo de nuestro estudio fue Iden-
tificar y diferenciar el Complejo Mycobacterium avium utilizando la técnica Genotype Mycobacterium
CM.

Il. METODO

Se realizo6 un estudio descriptivo de corte transversal , en el cual se analizaron 217 aislados de MNT
procedentes de pacientes sintomaticos respiratorios obtenidos en la seccion de diagnostico del LNRI-
TBLM del IPK y aislados enviados para la identificacion de especie de los laboratorios de TB de los
Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) del pais. El presente trabajo
se realizd en el periodo comprendido entre Abril 2017-Mayo 2022. EI método molecular utilizado fue
GenoType Mycobacterium CM el cual se le realizo a todos los aislados siguiendo las instrucciones del
fabricante. (8, 9)

Para la extraccion de ADN, se utilizd el sistema comercial Genolyse. En la amplificacion de ADN
del ensayo se emple6 un termociclador SpeedCycler2 (AnalytikJenna, Berlin, Alemania). Como control
positivo se utilizé el suministrado por el sistema comercial y como control negativo se emplearon 5 uL
de agua de calidad de biologia molecular. La hibridacion se llevé a cabo en la plataforma de incubacion
en un agitador con temperatura semiautomatizado Twincubator (Hain Lifescience). Para la evaluacion e
interpretacion de los resultados se utilizo la tabla de interpretacion del Manual de Instrucciones de la
técnica.



I1l. RESULTADOS

Se obtuvieron 91 (41,9 %) aislados de MAC, de éstos 50 procedentes de personas viviendo con
VIH/sida. En el figura.1 se muestra los aislados de MAC identificados por afio de estudio. Se puede
observar que se produjo un aumento de los casos confirmados de MAC en los afios 2017 al 2019. A
partir del afio 2020 hasta el 2021 se observéd una disminucidn de casos. Ya en el 2022 hasta el mes de
mayo que culmino este estudio, se aprecia un aumento en el envio de aislados comparado con igual pe-
riodo del 2021 (datos no publicados, libros de registro del laboratorio).
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Fig. 1 NUmero de aislados de MAC por afio.

La literatura internacional mantiene a MAC como las especies micobacterianas de mayor incidencia
de aislamiento en seres humanos; éstas son las especies que mas se asocian con casos de micobacterio-
sis pulmonar y extrapulmonar. (10,11)

En los nifios, s6lo en el 10% de las linfadenitis periféricas producidas por micobacterias se aisla
Mycobacterium tuberculosis, en el resto, los aislamientos mas frecuentes han sido por MAC. (3-6)

En este estudio se obtuvo un 41,9 % de aislados de MAC, los resultados de esta investigacion son si-
milares a los reportados por Mederos y cols. (2014), que analizaron aislados de MNT de muestras clini-
cas y detectaron al Complejo MAC (43%) entre las especies mas frecuentes. (12)

El hecho que este tipo de infecciones no sean de declaracion obligatoria hace que su epidemiologia
no sea bien conocida. A partir de los afios 90 se ha propiciado la identificacién de una serie de nuevas
especies de micobacterias atipicas como causante de patologias en humano, esto es debido a la existen-
cia de una poblacién inmunodeprimida donde estas micobacterias se han desarrollado mas facilmente y
el desarrollo de modernos sistemas de diagndstico microbioldgico que han permitido un mayor aisla-
miento e identificacion micobacteriano.

El aumento de aislados identificados de enero — mayo 2022, en relacion a igual periodo 2020 y 2021,
pudiera estar relacionado con el aumento de la pandemia del Covid 19 en Cuba en ese periodo de tiem-



po, donde se recibieron pocas muestras y aislados procedentes de las provincias para el diagnéstico y
clasificacion de MNT. Durante todo el afio 2021, por ejemplo, se identificaron 5 aislados de MAC,
mientras que en el 2022 en solo 5 meses se han identificaron 6 aislados.

En los Gltimos cinco afios, los laboratorios de micobacteriologia han preferido emplear la PCR-
hibridacion en linea (GenoType Mycobacterium CM y GenoType Mycobacterium AS) en la diferencia-
cién rapida de MNT por ser una tecnologia sencilla, de facil interpretacion, aunque para esta técnica se
requiere de personal calificado, nuevos equipamientos, reactivos e insumos de calidad de biologia mo-
lecular.(8)

En la actualidad, en los laboratorios de referencia de micobacterias, de paises de ingresos medios y
altos, se ha dejado de utilizar la identificacion rutinaria de especie por pruebas bioguimicas. Estas re-
quieren de la realizacién de numerosos ensayos que conllevan una gran cantidad de biomasa y pueden
demorar varias semanas para obtener un resultado.

En este estudio utilizando la técnica Genotype Mycobacterium CM permitié separar dentro complejo
MAC, las especies Mycobacterium avium (34) y Mycobacterum Intracellulare (57). Como se muestra
en la tablal.

Tabla 1. Resultados de la diferenciacion en especies del complejo MAC por GenoType Mycobacterium CM.

Especies de Micobacterias n % Patrén de bandas
M. avium 34 37,4 1,234
M. intracellulare 57 62,6 1239

Leyenda: n = nimero de aislados

Los resultados obtenidos en esta investigacion son superiores a los reportados por Sardifias y cols, en
Cuba, donde realizaron un estudio de 52 aislados clinicos para evaluar los ensayos Genotype Myco-
bacterium CM y Genotype Mycobacterium AS. Las especies predominantes fueron fortuitum 34,6%, M.
intracellulare 21,2%, M.avium 11,5% (13)

Sin embargo los resultados son inferiores a los reportados por Singh y cols. en el 2013., en la India,
donde realizaron un estudio en 60 aislados clinicos para evaluar los ensayos GenoType Mycobacterium
CM y GenoType Mycobacterium AS en la diferenciacion del complejo Mycobacterium tuberculosis y
las diferentes especies de MNT. Las especies de mas comunmente encontradas fueron: M. fortuitum 20
(33,3%), M. intracellulare 11 (18,3%) y M. avium 4 (6,7%). (14)

Actualmente, nuestro laboratorio cuenta con técnicas de hibridacidén de sondas de linea para la identi-
ficacion de M. avium y M. intracellulare, sin embargo es necesario esperar al crecimiento en el medio
de cultivo Lowenstein Jensen. Las enfermedades causadas por M. avium y M. intracellulare son indis-
tinguibles clinicamente, por lo que el tratamiento es el mismo; por lo tanto la importancia de la diferen-
ciacion entre especies es con fines epidemioldgicos.



IV. CONCLUSIONES

Estos resultados demuestran que se debe tener especial interés en las infecciones producidas por el
MAC para que el paciente pueda comenzar una adecuada terapia, asi poder prevenir las peligrosas for-
mas diseminadas en particular en pacientes inmunodeficientes. La aplicacién de la técnica molecular
Genotype Mycobacterium CM es importante desde el punto de vista epidemioldgico pues permite dife-
renciar M. avium y M. intracellulare, ademas se puede utilizar para fines de investigacion. Por otro la-
do, permiti6 llegar a un diagndstico en especie en un tiempo considerablemente menor que utilizando
técnicas convencionales.
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