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RESUMEN

La micobacteriosis es una enfermedad infecciosa humana ocasionada por micobacterias
distintas a las conocidas como tipicas o tuberculosas. Es considerada un problema emergente
que afecta alrededor del mundo, a una gran cantidad de humanos. Las micobacterias presentan
mayor resistencia a los antimicrobianos convencionales, en parte debido a la composicién de
su pared celular. Entre ellas se encuentra Mycobacterium gordonae, a pesar de ser considerada
una especie no patogena, se ha reportado causante de diversas infecciones en la piel,
pulmonares y tejidos blandos. Este trabajo tiene como objetivo la caracterizacion genética de
aislados de la especie M. gordonae, mediante técnicas de tipificacion molecular tales como
electroforesis en gel en campo pulsado (PFGE) y secuencias consenso intergénicas repetitivas
enterobacterianas (ERIC-PCR) las cuales permiten el seguimiento o deteccion de brotes y
eventualmente, generar asi bases de datos donde el sector de salud en Venezuela pueda acceder
a ellos y tomen las acciones pertinentes en cuanto a una infeccidn por esta micobacteria. Se
pudo identificar mediante PRA las variantes de M. gordonae presentes, encontrandose los
tipos: 2, 3, 7, 9y 10. A su vez, se puede inferir que M. gordonae es el patdgeno causante de la
infeccion ésea de un paciente, debido a que en diversas muestras 6seas se identifico el mismo
tipo 10. Aunque se intentaron diversos protocolos, en el presente trabajo no se logrd
estandarizar las técnicas para la caracterizacién de M. gordonae. Sera necesario la utilizacion
de otros métodos de lisis que permitan obtener un mejor aislamiento del ADN para PFGE. En
el caso de la técnica de ERIC-PCR, es posible que debido al tiempo de almacenamiento de los
cebadores no se pudo obtener la amplificacion adecuada, puesto que se pueden encontrar

degradados.

Palabras Clave: Mycobacterium gordonae, Micobacterias no tuberculosas, tipificacion,

epidemiologia, ERIC, PRA, PFGE.



1. INTRODUCCION

El orden de los Actinomycetales incluye la familia Mycobacteriaceae, Actinomycetaceae,
Streptomycetaceae y Nocardiaceae. La familia Mycobacteriaceae contiene un solo género, el
género Mycobacterium. Dicho género esté constituido por un grupo de bacilos largos de 3 a 5
pm de longitud, aerdbicos, no capsulados y no mdviles. Se caracterizan por ser bacterias &cido-
alcohol resistentes (BAAR) a la tincidn de Ziehl-Neelsen debido al alto contenido en lipidos
que tienen en su pared celular. Las micobacterias son capaces de sobrevivir durante semanas o
meses sobre objetos inanimados, siempre que estén protegidas de la luz solar, y son mas
resistentes a los &cidos, alcalis y desinfectantes que el resto de las bacterias no formadoras de
esporas. Son resistentes a la desecacion y congelacion, pero las inactiva la luz UV vy el calor
(>65 °C durante 30 minutos). Inicialmente se conocian dos especies: Mycobacterium leprae y
Mycobacterium tuberculosis. Hoy en dia, se han descrito mas de 120 especies de micobacterias

dentro del género Mycobacterium (Alcaide y col. 2005; Cortes, 2009)

La micobacteriosis o enfermedades producidas por otras micobacterias diferentes de
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae, denominadas no tuberculosas, han ido
tomando un mayor protagonismo. Existe una gran variabilidad geogréafica en la prevalencia de
las enfermedades causadas por estas micobacterias, asi como de las especies responsables. Se
ha observado fundamentalmente en pacientes inmunocompetentes, inmunodeprimidos,

especialmente por el VIH y con fibrosis quistica.

Entre las principales especies de micobacterias no tuberculosas (MNT) involucradas en
infecciones en el humano estan las pertenecientes al complejo Mycobacterium avium-
intracellulare (MAC por sus siglas en inglés). Este complejo es el mas comun de las especies

MNT asociadas con enfermedad en el humano y son naturalmente resistentes a las drogas
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antituberculosas. Otras especies como M. kansasii son causa comun de infeccion pulmonar
cronica semejante a la tuberculosis, aun cuando pueden afectar otros sistemas u dérganos.
Ocupan el segundo lugar, luego del MAC, entre las infecciones micobacterianas oportunistas
asociadas con SIDA. También, en estos pacientes, el M. marinum puede producir lesiones

cutaneas (Hernandez y col, 2005).

Se ha observado un creciente desarrollo de nuevas técnicas de cultivo, diagnostico y pruebas
de sensibilidad para las micobacterias no tuberculosas (MNT) (Cortes, 2009; Hoefsloot, 2013).
Segun la velocidad de crecimiento, la morfologia y capacidad de pigmentacién de las colonias
en medios solidos, las micobacterias se dividieron en diversos grupos. Por lo que se
establecieron dos grupos clésicos: micobacterias de crecimiento lento y répido segun requieran
mas 0 menos de 7 dias, respectivamente, para producir colonias visibles en un subcultivo sélido
con un indculo diluido. Por otro lado, la posibilidad de no producir pigmento (no cromégenas)
o0 hacerlo en ausencia (escotocromdégenas) o presencia de la luz (fotocromdgenas) (Cortes,
2009; Alcaide y col., 2005). De esta forma surgieron 4 grupos segun la clasificacion de
micobacterias de Runyon en 1959: Grupo | (fotocromdgenas), Grupo |l (escotocromdégenas) y
Grupo I (no cromégenas) que eran de crecimiento lento y el Grupo IV que eran las de

crecimiento rapido (Tabla 1) (Runyon, 1959; Garcia, 2004).



Tabla 1. Clasificacion de Runyon de las micobacterias aisladas frecuentemente en muestras clinicas. Fuente:
Garcia, 2004

M. tuberculosis complex
M. tuberculosis
M. bovis
M. africantm
M. leprae
Micobuacterias de crecimiento lento (mas de 7 dias)
M. kansaxii (fotocromogenos, grupo I de Runyon)
M. marinom
M. gordonae (escotocromaogenos, grupo 1)
M. scrofulacewm
M. avitgn complex (no cromaogenos, grupo T
M. avium
M. intracelullare
M. scrofulacetm
M. terrae complex
M. wlcerans
M. xenopi
Micobacterias de crecimiento rapido (grupo IV de Runyon)
M. Jortwitinnm
M. chelonae

M. abscessus

La tabla de clasificacion de Runyon (Tabla 1), es utilizada en la actualidad y es muy util para
la clasificacion de las especies mas importantes desde el punto de vista clinico. Las principales
MNT que causan enfermedad pulmonar son: M. kansasii, M. malmoense, M. xenopi, M. avium
complex, M. fortuitum, M. abscessus, M. celatum, M. asiaticum y M. szulgai (Caminero, 2003).
Las micobacterias no tuberculosas se caracterizan por un menor poder patdégeno que varia de
especie a especie, pudiendo ser oportunistas o simplemente saprofitas. Por otro lado, el
reservorio parece ser en muchos casos ambiental, encontrandose en: agua (incluida agua del
grifo), suelo, polvo, leche, alimentos, pajaros y otros animales, sin haberse documentado la

transmision interhumana (Garcia y col., 2004).

El mecanismo de transmision mas aceptado es por aerosolizacion de microorganismos
procedentes del agua o por su ingestion por via digestiva a través de la cual se puede desarrollar
infeccion diseminada. En pacientes con infecciones de partes blandas se ha descrito la

inoculacion directa de microorganismos a partir del agua y otros materiales. Se desconoce si



existe un periodo de latencia tras la infeccion, pero las formas clinicas mas frecuentes son:

pulmonar, linfadenitis, abscesos de piel y partes blandas y osteomielitis (Cortes, 2009).

Las MNT presentan mayor resistencia a los antibacterianos convencionales debido a la
composicion de su pared celular (figura 1). Dicha pared consta de cuatro capas: la méas interna
es el peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina y acido N-glucolilmurdmico con
cadenas cortas de alanina o glicina. La segunda posee arabinogalactanos que se encuentran
unidos a los acidos micélicos de la tercera capa. Se trata de &cidos grasos de cadena larga (60-
90 &tomos de carbono) de gran importancia taxondémica. La capa méas externa se encuentra
constituida por lipidos como el cord factor (trehalosa 6,6i-dimicolato) y por mucdsidos
(Rodriguez, 2001; Cortes, 2009). A su vez se encuentra lipoarabinomanano (LAM), un
complejo lipido-polisacérido que se extiende de la membrana plasmética a la superficie, los
cuales le proporcionan a la Micobacteria un contenido inusualmente elevado de lipidos,

confiriéndoles mayor invulnerabilidad, impenetrabilidad e hidrofobicidad (Kenneth y col.,
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Figura 1. Estructura de pared celular de Micobacteria. Fuente: Esko y col, 2009



Mycobacterium gordonae

Mycobacterium gordonae fue denominado asi en honor a la bacteridloga estadounidense Ruth
E. Gordon (Bojalil y col., 1962). Anteriormente era conocido como “bacilo del agua del grifo”
y como Mycobacterium aquea, aunque estudios posteriores determinaron que esta Ultima cepa
presentaba caracteristicas que se correspondian mejor con las de Mycobacterium smegmatis

(Runyon, 1974).

Frecuentemente M. gordonae se ha reportado que es un microorganismo ubicuo en el ambiente
(tierra y agua corriente) y laboratorios. Es la MNT contaminante mas frecuente y es
considerada como no patdgena. Se ha registrado sobre todo en muestras respiratorias, maquinas
de hielo y broncoscopios. En circunstancias excepcionales se ha comportado como un patégeno
oportunista, llegando a afectar a pacientes inmunodeprimidos (SIDA, trasplantados, con

tratamientos esteroideos, neoplasicos) (Asija, 2011; Hernandez y col. 2018; Palacios, 2018).

M. gordonae es una micobacteria de crecimiento lento, necesitando de 10-25 dias de
incubacion a 37 °C. Las colonias son habitualmente redondas, lisas, convexas, brillantes y
presentan una pigmentacion amarillo-naranja (figura 2), que se produce tanto en la oscuridad

como en la presencia de luz (Palacios, 2001).

Figura 2. Colonias de Mycobacterium gordonae en medio Lowenstein-Jensen.



El enfoque terapéutico de las micobacterias es muy variable, depende de la especie que produce
el cuadro clinico y de su sensibilidad antimicrobiana, existiendo ain muchas dudas sobre cémo,
y durante cuanto tiempo tratar. La gran mayoria de ellas tienen como base el tratamiento
utilizado para MAC, con algunas variaciones especificas; para M. gordonae se ha encontrado
que es sensible a etambutol, rifabutina, claritromicina, linezolid y quinolonas (Hernandez y

col., 2018)

Identificacion de Micobacterias no tuberculosas

Actualmente existen diversas técnicas de identificacion para estos microorganismos, siendo la
identificacion genotipica la mejor alternativa para una precisa y rapida identificacion de las
especies micobacterianas. Las principales ventajas de las mismas consisten en una aplicacion
universal sobre todos los aislados, deteccidn rapida, identificacion de bacterias de dificil cultivo
y una adecuada relacion coste-beneficioso en los laboratorios. Entre estas técnicas esta la
amplificacion de secuencias especificas de ADN, la cual requiere la amplificacién mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de una zona concreta (diana) y la observacion
directa de los fragmentos obtenidos o un posterior analisis post amplificacion mediante,
restriccion, hibridacion o secuenciacion (Telenti y col., 1993; Kumar y col., 2018; PRAsite,

2018).

En las micobacterias existen regiones bien conservadas de ADN especificas del género, que
flanquean regiones hipervariables especificas de especie. Las dianas mejor estudiadas en la
actualidad son el gen hsp65 que codifica la proteina micobacteriana de 65 kDa (heat shock
protein — proteina de choque térmico) y regiones de la subunidad ribosémica 16S. ElI método
del gen hsp65 es posible ya que la proteina que codifica contiene epitopes que son Gnicos, asi
como epitopes que son comunes a varias especies de micobacterias. La naturaleza conservada

de este gen permite la diferenciacion de micobacterias de manera mas rapida y sencilla



mediante digestion con enzimas de restriccion (BstEll y Haelll) de productos de PCR
obtenidos mediante el uso de cebadores comunes a todas las micobacterias (Telenti y col.,

1993; Da mata, 2016).

En conjunto las tecnicas de PCR-RFLP (Resctriction Fragment Length Polymorphism -
fragmentos de restriccion de longitud polimérfica) son conocidas como el método PRA (pattern
restriction analysis). El patron obtenido de restriccion se compara con un algoritmo que
contempla la distancia euclidiana; en el cual cuanto menor es la distancia entre dos organismos,
mayor es el parecido entre ellos (Telenti y col., 1993; Alcaide, 2005; PRAsite, 2018). Telenti
y colaboradores usaron una region del gen hsp65 de 439 pb y evaluaron la restriccion
enzimatica con 18 enzimas, de las cuales fueron seleccionadas (BstEll y Haelll). De este modo
proponen el primer algoritmo basado en los patrones de restriccion con estas dos enzimas para
la identificacion de MNT, el cual permite diferenciar entre especies de crecimiento lento y de
crecimiento rapido. Las principales ventajas de la técnica mostrada por dichos autores es que
es sencilla, que no requiere un paso de hibridacion y se puede realizar en un corto tiempo en
comparacion con las pruebas bioquimicas. Incluso proponen su posible uso directo en muestras

(Telenti y col., 1993; Da mata, 2016).



BstEII Haelll

- - ——
[1 80/140 bp —— M. triviale
& i ic 175/80 bp M. vaccae
Mo Digestt 140/105 bp —— M. szulgai
140 bp ———— M. flavescens I
210 bp = M. chelonae ss. chelonae

140 bp 175/125 bp —— M. haemophilum
325 bp
190/140 bp ——— M. terrae
125 bp —E140/115/70 bp — M. gordonae IV
140/105 bp —— |'M. genavense”

200/135 bp ——— M. simiae

160/115/80 bp—— M. marinum

160/60 bp M. chelonae ss. abscessus
155/150/100 bp— M. fortuitum ss. peregrinum
155/135/95 bp — M. scrofulaceum

220 bp 150/100 bp ——— M. flavescens Il
140/115 bp —— M. gordonae V
140/105/70 bp — M. kansasii
140/105 bp ——— M. avium
115/110 bp —— M. asiaticum

175/80 bp M. aurum
160/130 bp —— M. smegmatis
1140/85 bp —'EISOII 10770 bp — M. shimoidei

245 bp 140/105/70 bp — M. gastri/M. kansasii
L 155/140/60 bp — M. intracellulare/MAI 5t.18
125/100 bp _EISS/I 10/70 bp — M. malmdense

140/120 bp ——M. gordonae Il
235/115 bp —— M. gordonae Il
170/115 bp —— M. gordonae I
170/105 bp —— M. xenopi

L-125/80 bp 160/140/70 bp— M. tuberculosis complex
160 bp M. nonchromogenicum
155/135 bp ——M. fortuitum ss. fortuitum
150/135 bp —— M. fortuitum ss. 3rd variant

Figura 3. Algoritmo para la identificacion de las micobacterias a nivel de especie propuesto por Telenti y col., 1993.

Epidemiologia molecular de Micobacterias no tuberculosas

La epidemiologia es la rama de la ciencia que se dedica al estudio del origen, la distribucion y

el control de las enfermedades que afectan a las poblaciones. La epidemiologia molecular es

una rama de la ciencia en la cual se implementan técnicas moleculares en los estudios

epidemioldgicos. Diversos méetodos de genotipificacién molecular pueden ser empleados para

clasificar a los microorganismos en grupos estrechamente relacionados o divergentes. Entre los

métodos de genotipificacion mas usados estan: La electroforesis en campo pulsado (PFGE),

técnicas de PCR, secuenciacion del genoma e hibridacion con sondas de ADN (Vilchez y col,

2009).



En los estudios epidemiologicos, la identificacion y caracterizacion de los microorganismos es
indispensable. La suma de los procedimientos previamente mencionados se denomina
tipificacion y permite establecer la identidad de los microorganismos causantes de un brote
infeccioso, contribuyendo a la determinacion de la fuente de la infeccion y de los patrones de
diseminacion. Ademas, facilitan la evaluacion de las medidas de control, mediante la
determinacion de la prevalencia, en tiempo y espacio, del agente infeccioso (Struelens, 1998;

Vilchez y col., 2009).

PFGE (Electroforesis en campo pulsado)

Es la técnica méas conocida para la tipificacion bacteriana. Schwartz y Cantor idearon en 1984
una manera de separar las moléculas grandes de ADN (hasta 10Mb) que ha tenido una amplia
gama de aplicaciones. Para dicha separacion se realiza una electroforesis en la que los &ngulos
de los campos se encuentran cerca a la perpendicularidad, no son uniformes en la intensidad
de campo, y son alternantemente cambiantes o pulsados. Otros nombres (OFAGE, FIGE,
TAFE, CHEF, PACE, RGE, CFGE, ZIFE, ST/RIDE) se han dado a los sistemas de
electroforesis en campo pulsado que implican variaciones en la geometria del electrodo

original, homogeneidad y método de la reorientacion de los campos eléctricos.

La PFGE es altamente discriminatoria ya que utiliza enzimas de restriccion que cortan el ADN
gendmico con una baja frecuencia y por tanto producen perfiles simples y mediante el analisis
de patrones ya sea de manera visual o automatizada, se puede determinar las similitudes

genéticas entre los aislamientos (Cardozo y col., 2013).

10



ERIC (Secuencias consenso repetitivas intergénicas de enterobacterias)

Aunque la PFGE para la deteccion de la clonalidad es considerada el estdndar de oro, los
métodos basados en PCR son més baratos, faciles de realizar y proveen resultados rapidos, en
la actualidad existen otras técnicas moleculares que permiten analizar con precision y
reproducibilidad la relacion clonal entre aislados bacterianos, siendo ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) una técnica de PCR que se uso para la tipificacion molecular

de bacterias gram-negativas.

Las secuencias consenso intergenicas repetitivas enterobacterianas son elementos repetitivos
distribuidos a lo largo del cromosoma bacteriano de las bacterias gram-negativas en las
regiones intergénicas de los operones policistronicos, utilizando informacion de secuencia
gendmica obtenida principalmente en las enterobacterias Salmonella serovar typhymurium y
Escherichia coli. (Sampaio y col, 2006). La posicion de los elementos ERIC en genomas
enterobacterianos varia entre las diferentes especies y se ha utilizado como marcador genético

para caracterizar aislamientos dentro de una especie bacteriana (Versalovic y col., 1991).

La hibridacion de la secuencia consenso ERIC con el ADN micobacteriano se demostrd por
primera vez con Mycobacterium aurum (Versalovic y col., 1991) y Sechi y col., 1998 probaron
ERIC-PCR como un método de toma de huellas dactilares para Mycobacterium tuberculosis e
informaron que su nivel de diferenciacion era mayor que el obtenido por la técnica de los
perfiles genéticos 1S6110. Es por esto que usaran los métodos moleculares ERIC-PCR y PFGE
para investigar la heterogeneidad genética entre los aislamientos clinicos, puesto que son

herramientas utiles para la tipificacion y diferenciacion de especies de micobacterias.
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2. ANTECEDENTES

M. gordonae, es una micobacteria no tuberculosa que se detecta como contaminante muy
frecuentemente y que muy rara vez es considerado un verdadero patégeno. Sin embargo, se
han realizado reportes en la literatura sobre su capacidad infecciosa, que se han incrementado

con el pasar del tiempo.

2.1. Antecedentes Internacionales

En el Hospital Chedoke- McMaster en Hamilton, en el afio 1983, se realizd un examen
histologico a una paciente de 58 afios de edad debido a un nédulo doloroso en la base del dedo
medio de la mano derecha revelando inflamacién crénica con granuloma. Se sugirio6 infeccion
por micobacterias. La paciente fue tratada con cefalosporina, administrada por via intravenosa,
bafios de sulfato de magnesio Y fisioterapia. Sin embargo, el dolor e hinchazdn persistieron con
formacion de absceso en la superficie volar o ventral de la articulacion interfalangica del pulgar
derecho, se eliminaron los restos necroticos y se envio pus para el cultivo de rutina de bacterias,

micobacterias y hongos.

La microscopia revel6 bacilos acido-resistentes por lo que se aislé MNT del material sometido
a cultivo, siendo estas identificadas como M. gordonae. El tratamiento se cambid a rifampicina,
600 mg/dia, y etambutol, 900 mg/dia, lo que dio como resultado una reduccion casi completa
de la hinchazon y la cicatrizacion de las incisiones quirurgicas. La tasa de sedimentacion de

eritrocitos volvio a la normalidad. Por lo que a pesar de que esta micobacteria no se considera
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patogena para humanos, en este caso se ilustra que puede volverse patdégeno en circunstancias

inusuales (Berman, 1983).

En el afio 1985, en Seattle, Turner y col. describieron el caso de un paciente que presento
glomerulonefritis hipocomplementémica como una manifestacion de la infeccion diseminada
de M. gordonae que fue documentada por cultivo del organismo a partir de pulmon, rifién,
orina y liquido cefalorraquideo. La infeccion parece haberse diseminado desde la derivacion
ventriculoauricular del liquido cefalorraquideo del paciente. Después de la eliminacion de la
derivacion y el tratamiento con agentes antituberculosos, los niveles del complemento y la
funcion renal volvieron a la normalidad. Esto representa el primer caso reportado de nefritis en

derivacion debido a infeccion micobacteriana (Turner y col., 1985).

Arnow y colaboradores, en Illinois, en el afio 2000, investigaron la contaminacion de muestras
clinicas por M. gordonae. Identificaron 84 casos en un hospital durante 20 meses. La tasa global
de contaminacion fue de 2,4% y 72 de las muestras fueron respiratorias. Una comparacién de
casos y controles mostré que el riesgo de contaminacion de las muestras respiratorias aumento
significativamente si la muestra fue expectorada (odds ratio [OR], 3,62, intervalo de confianza
[IC] del 95%, 1,36-9,50) o si el paciente consumi6 liquidos dentro de los 2 dias previos a la

obtencién de la muestra (OR, 8,92, IC 95%, 1,40-71,20). (Arnow y col., 2000).

Los cultivos de agua del grifo, hielo y agua helada todos produjeron M. gordonae a 1022 -100
ufc/ml. Una encuesta de cultivo de pacientes que dieron su consentimiento mostrd
contaminacion en 8 (24%) de las 34 muestras de esputo recogidas inmediatamente después de
un enjuague bucal con agua del grifo. Estos hallazgos demuestran que la contaminacion
endémica de especimenes surge de las micobacterias en el agua del grifo del hospital y

proporciona una base para los esfuerzos de control (Arnow y col., 2000).
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En 1977, se sospechd de un brote de M. gordonae cuando encontraron en cinco pacientes del
Hospital de Saint-Antoine, la presencia de bacilos &cido-alcohol resistentes en esputo y
aspirado gastrico. La investigacion epidemioldgica revel6 una fuerte contaminacion del agua
recolectada de las fuentes refrigeradas ubicadas en el mismo piso de los pacientes. Al comparar
los patrones de PFGE de los aislados de los pacientes y la fuente de agua, usando enzimas Dral
y Xbal, se sugirio que los frotis positivos estaban relacionados con el agua potable de la fuente

refrigerada puesto que los patrones eran los mismos (Lalande y col., 2001).

En el 2005, Suresh y col., en Texas, presentaron un caso de M. gordonae cutaneo en un paciente
inmunocompetente de 54 afios que desarrolld lesiones tipo papular elevadas que eran
levemente urticarias sobre la extremidad superior izquierda, Se probaron varias cremas topicas
con esteroides y antibioticos orales, pero las lesiones no mejoraron. Eventualmente, una biopsia
realizada de una de las lesiones se inform6 como un proceso granulomatoso inespecifico con

tinciones negativas para hongos y bacterias &cidas (Suresh y col., 2005).

Se observo en el cultivo crecimiento de M. gordonae. La paciente fue tratada con una
combinacion de etambutol, rifabutina y claritromicina, a la que la micobacteria era sensible.
Las lesiones comenzaron a desvanecerse y aplanarse y finalmente dejaron cicatrices. Ella fue
tratada por un periodo total de 3 meses. El tratamiento de estos pacientes parece estar basado
en sensibilidades del organismo y han variado desde la cirugia a los medicamentos
antituberculosos estandar a una variedad de antibidticos. M. gordonae debe considerarse en el
diagnostico diferencial de los pacientes con lesiones cutaneas inusuales, independientemente

de su estado inmune (Suresh y col., 2005).

Los socios globales del Grupo de Ensayos Europeos de la Red NTM-NET por sus siglas en
inglés (Network European Trials Group) proporcionaron resultados de identificacion del

numero total de pacientes en el afio 2008 en los que aislaron MNT a partir de muestras
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pulmonares. A partir de dichos datos se visualizo la distribucion relativa de las diferentes MNT
encontradas por continente y por pais y se generd una instantanea que ilustra la distribucion de
las especies. Las bacterias del complejo Mycobacterium avium-intracellulare (MAC)
predominaron en la mayoria de los paises, seguidas de M. gordonae y M. xenopi (Hoefsloot y

col., 2013).

Enel 2010, Mazunder y colaboradores, en Tennessee, describieron el caso de un paciente joven
e inmunocompetente que desarrollo una infeccion pulmonar sintomatica de M. gordonae. Una
tomografia del torax reveld linfadenopatia hiliar y densidades nodulares en el lado izquierdo.
El diagnostico definitivo fue realizado por un cultivo de una biopsia transbronquial. El
tratamiento consistio en un ciclo corto de rifampicina y etambutol, que resulto en una mejoria
clinica. Por lo que se concluye que M. gordonae es capaz de causar una enfermedad
clinicamente significativa tanto en individuos inmunocompetentes como en inmunodeprimidos
y su aislamiento no debe ser completamente rechazado sin més evaluacion (Mazunder y col.,

2010).

En 2013, Saifi y col., en Irén, realizaron evaluacion de resistencia de antibioticos y anélisis de
polimorfismos de longitud de los fragmentos de PRA del gen hsp65 para la identificacion de
MNT de diferentes muestras clinicas. Los aislados mas frecuentes fueron M. kansasii, M.
gordonae Ill, M. marinum, M. chelonae, M. scrofluaceum, M. gastri. En la mayoria de los
casos, los resultados de la PRA se ajustaban perfectamente al método bioquimico clasico. A su
vez consiguieron gque en Iran tienen una poblacion muy diversa de aislados de MNT entre los

pacientes sospechosos de tener tuberculosis (Saifi, y col., 2013).

Youssef y col., en Tennessee, en el afio 2014, informaron un caso raro de adenopatia hiliar
caseosa Yy enfermedad pulmonar causada por M. gordonae, en un paciente con enfermedad

pulmonar obstructiva cronica (EPOC) vy artritis reumatoide (AR), con esteroides de
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mantenimiento y metotrexato. EI examen anatomopatologico y los cultivos de biopsia de
escision de ganglios linfaticos y lavado broncoalveolar confirmaron el diagndstico. La terapia
antimicobacteriana con azitromicina, etambutol y rifabutina administrada otorgé una mejora
clinica y radioldgica significativa y el seguimiento del cultivo confirmaron la cura
microbiologica. M. gordonae puede ser una causa rara de infeccién pulmonar significativa, y
los cultivos positivos de esputo o BAL para M. gordonae no deben descartarse
automaticamente y considerarse contaminantes no patdégenos u organismos colonizadores,
especialmente en hospedadores inmunocomprometidos con comorbilidades (Youssef y col.,

2014).

Freyne y Curtis, reportan en el afio 2017 en Australia a un niflo inmunocompetente con una
Ulcera en la piel que aparece espontdneamente en la cara causada por la infeccion por M.
gordonae. El nifio fue tratado inicialmente con claritromicina, rifampicina y etambutol, pero el
paciente mostro bultos palpables después de una biopsia por escision. Por lo que se le
reemplazo por azitromicina durante 6 meses, seguido a esto la cicatriz estaba bien curada, sin

evidencia de infeccion residual (Freyne, B., y Curtis, N., 2017).

Cheny col., en el afio 2017 reportan una paciente inmunocompetente con un historial de 2 afios
de ulceras faciales asintomaticas y hemorragias nasales intermitentes. Antes de ir al hospital
de los autores la paciente recibi6 un diagndstico de lupus eritematoso y también fue referida a
una cirugia endoscopica nasal. Las lesiones cutaneas eran eritematosas, cubiertas de costras
amarillas y en ambos lados de la cara del paciente. Después de varios estudios, sospecharon
que se trataba de una infeccién por micobacterias, realizaron una prueba T-SPOT.TB. y mostro
resultados positivos. El andlisis de secuencia ARNr 16S revelo similitud de 99% con M.

gordonae. Después del diagndstico la paciente fue tratada empiricamente con claritromicina
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(500mg/d) y moxifloxacina (400mg/d). A los 4 meses de seguimientos, no se notificaron

nuevas hemorragias nasales ni lesiones cutaneas (Cheny col., 2017).

2.2.  Antecedentes Nacionales

Las infecciones causadas por MNT constituyen un grave problema de salud, especialmente en
pacientes inmunocomprometidos. Estas micobacterias presentan patrones de susceptibilidad a
antibioticos particulares y distintos a M. tuberculosis, por lo que la administracion del
tratamiento adecuado requiere de un método rapido, sencillo y sensible de identificacion.

En el 2005, Hernandez y colaboradores, en Caracas, realizaron aislamiento e identificacién de
micobacterias, usando métodos bacterioldgicos y moleculares a partir de 256 muestras clinicas
obtenidas de 188 pacientes con impresion diagnostica de tuberculosis, referidos de distintos
centros hospitalarios de la ciudad de Caracas. La correlacion entre la identificacion
bacterioldgica y molecular fue del 93%. La presencia de un alto porcentaje de MNT aisladas
de pacientes clinicamente enfermos, sefialan la importancia de incluirlas al diagndstico clinico
diferencial El aislado N° 16 identificado bioquimicamente como M. chelonae, por PCR se
identificd como M. gordonae tipo IV. Para aclarar esta discrepancia requieren la realizacion de
la amplificacién de otras secuencias blanco. El laboratorio de micobacterias debe esforzarse en
proporcionar resultados confiables en el menor tiempo posible, para lo cual debe combinarse
necesariamente la identificacion bioguimica con métodos moleculares. En su caso requieren
utilizar estas metodologias en un mayor numero de muestras para establecer el porcentaje de
correlacion entre estas pruebas moleculares y las bioguimicas convencionales. (Hernandez y

col., 2005).
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Godoy y col., en el afio 2008, en Caracas, compararon la técnica PRA con métodos bioquimicos
estandar de identificacién micobacteriana. La técnica de PRA permitié identificar 96% de las
cepas analizadas, en comparacion con 92% de cepas identificadas por las técnicas bioguimicas.
Los resultados obtenidos fueron idénticos en 18 de 22 cepas, correspondiendo al 82% de los
resultados. Se concluye que el PRA es un método rapido, sencillo y econémico que produce
resultados concordantes con las técnicas tradicionales, con un menor grado de error. Basados
en estos resultados se recomienda el uso del PRA en los laboratorios clinicos como método de

identificacion de rutina para micobacterias (Godoy, 2008).

Da Mata y col., estudian un brote de infeccidn en tejidos blandos, debido a MNT posterior a
mesoterapia, un procedimiento cosmético que consiste en inyectar una mezcla de sustancias
para reducir hipotéticamente el tejido adiposo localizado. Entrevistaron pacientes con lesiones
en piel y con antecedentes de mesoterapia en la ciudad de Barinas, Venezuela. Todos recibieron
tratamiento en el mismo centro estético, a cargo del mismo terapeuta y con el mismo producto.
De las muestras de 5 pacientes se aislé Mycobacterium abscessus. Ninguna de las soluciones
utilizadas en la mesoterapia estuvo disponible para el analisis, pero se aisl6 M. abscessus de
una muestra del ambiente tomada en el centro cosmético. La tipificacion de las cepas con
técnicas basadas en PCR (ERIC-PCR, BOXA1R y RAPD) mostro que los aislados de los
pacientes fueron indistinguibles entre si, pero diferentes del aislado del medio ambiente del
centro. Por lo que sugieren que el brote se haya causado por un producto contaminado utilizado
en la mesoterapia y no por una bacteria del ambiente y lo mencionan como el méas grande

descrito en la literatura médica posterior a mesoterapia (Da mata y col, 2010).
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3. JUSTIFICACION

Las micobacterias no tuberculosas constituyen un problema de salud a nivel mundial y se
necesitan esfuerzos concretos para lograr un diagnostico oportuno. Estas micobacterias juegan
un papel importante como causa de infecciones en el humano, produciendo en algunas de ellas
sintomatologia similar a la producida por el complejo M. tuberculosis. La incidencia de las
enfermedades causadas por estas micobacterias ain no esta bien estudiada en la mayor parte
del mundo, pero en general no se observa el mismo patrén de prevalencia en los diferentes
paises.

Estos organismos pueden producir enfermedades localizadas en los pulmones, los ganglios
linfaticos, la piel, las heridas o los huesos. Ocasionalmente pueden producir enfermedades
diseminadas. De las més de 90 especies conocidas de MNT, aproximadamente un tercio se han
asociado con enfermedades en humanos.

En Venezuela se han reportado brotes posteriores a procedimientos invasivos, entre ellos
procedimientos estéticos y acupuntura provocados por micobacterias de crecimiento rapido,
pero no han sido reportados estudios en relacion a las micobacterias de crecimiento lento y ain
menos en relacion a Mycobacterium gordonae.

En el laboratorio de Diagnosticos especiales del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
se han conservado cepas de micobacterias de crecimiento lento que posiblemente estén
relacionadas por epidemiologia clasica en brotes. Las cepas se han identificado por la técnica
de analisis de patrones de restriccion PRA. Sin embargo, estas cepas no estan suficientemente
caracterizadas mediante genotipificacion, por lo que se plante6 realizar técnicas de tipificacion,
entre ellas PFGE y ERIC-PCR para conseguir patrones que pueden ser utiles para el
seguimiento o deteccion de brotes, crear una base de datos a nivel intra e interlaboratorio y asi
proveer los datos a las entidades responsables para que tomen acciones pertinentes para la

prevencion de nuevos caos.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar los aislados de Mycobacterium gordonae que se encuentran almacenados en el
grupo de Diagnosticos Especiales del Laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de

Higiene “Rafael Rangel”.

Objetivos Especificos

e Confirmar la identificacién de los aislados mediante la técnica de andlisis de patrones de
restriccion del gen hsp65 (PRA-hsp65)

e Realizar la tipificacion genética mediante la técnica de electroforesis de campo pulsado

(PFGE).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

Equipos

Balanza digital (Metller), agitador magnético, bafio de maria termorregulado (Lindberg-Blue),
estufa, centrifuga, refrigerador, microscopio 6ptico, campana flujo laminar (Nuaire), vortex,
colorimetro del sistema vitek (bioMerieux), termociclador, camara de electroforesis, Equipo

Gel Doc XR (BioRad), CHEF-DR |1l System (BioRad).

Medios de cultivo y reactivos

Medio Lowestein-Jensen, Medio Stonebrink, Caldo Mueller-Hinton con 0,1 % Tween 80,
buffer TE 1X (10 mM de tris-HCL y 1 mM de EDTA pH 8,0), Buffer TBE 0,5X, Agarosa
sigma, Agarosa (Nusieve), Agua MiliQ (ultra-pura estéril), Agarosa SeaKem Gold, Alcohol

70%, PMSF, SDS, Azul de metileno, Fucsina.

Material Bioldgico

La poblacion esta constituida por 96 cepas, aisladas de pacientes provenientes de los siguientes
centros clinicos: Centro Médico Docente la Trinidad (CMDLT), Hospital Clinicas Caracas
(HCC), Clinica Santa Sofia (CSF), Hospital José Manuel de los Rios (HIMDLR), Biomedicina,
Clinica Avila (CA), Laboratorio Santiago de Ledn (LSDL), Laboratorio Clinico
microbiologico Douglas Gutiérrez (LCMDG) e Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
(INHRR) durante el periodo (2000-2017), las cuales fueron purificadas e identificadas
previamente mediante pruebas moleculares en el grupo de Diagndsticos Especiales del Instituto

Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR). A su vez, se incluyé cepas control proveniente
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del American Type Culture Collection (M. abscessus- ATCC 19977), Salmonella serovar

Braenderup (H9812).

Tabla 2. Cantidad de cepas aisladas de los pacientes de las distintas instituciones por afio.

INSTITUCION ANO

2001 2003 2004 2008 2009 2010 2011
CMDLT 0 0 0 0 3 6 4
HCC 0 0 0 6 1 9 0
CSF 0 0 0 0 0 0 0
HJMDLR 0 0 3 0 0 0 0
Biomedicina 0 0 0 0 0 1 0
CA 0 0 0 0 0 0 1
LSDL 1 0 0 0 0 0 0
LCMDG 0 1 0 0 0 0 0
INHRR 3 1 0 1 1 0 0

5.2. Métodos

5.2.1. Seleccién de la muestra a analizar.
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Del total de los aislados almacenados fueron seleccionados los obtenidos en las tres

instituciones con el mayor nimero, CMDLT (43), INHRR (23) y HCC (18). Se ubicaron todos

aquellos aislados congelados a (-70 °C) que fueron encontrados en la base de datos del grupo

de Diagndsticos Especiales del INHRR como M. gordonae.

5.2.2. Cultivo de cepas de M. gordonae.

Las cepas congeladas se cultivaron en los medios Stonebrink o Lowestein-Jensen y fueron

incubadas a 30 °C por un periodo mayor a 7 dias, para examinar tasa de crecimiento,

pigmentacion y morfologia macroscopica y microscopica de las colonias. A partir de colonias

aisladas se realizé tincion Ziehl-Neelsen para buscar bacilos &cido alcohol resistente (BAAR).
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5.2.3. Tincién de Ziehl-Neelsen

Se extrajo con aplicador la muestra del medio, se colocé y se extendio en un portaobjeto con
una gota de agua, se le realizo movimientos suaves, circulares, tratando de dispersarla en forma
homogénea en la lamina y se coloco bajo luz ultravioleta (UV) hasta que se secé la gota. Se
ubico una gradilla en una superficie plana, donde se colocaron las Id&minas fijadas con alcohol
conservando el orden numérico con el extendido hacia arriba y manteniendo una separacion de

al menos 1 cm entre ellas. Se flamed portaobjeto para asegurar que estaba seco el extendido.
e Coloracioén

Se procedi6 a cubrir totalmente la superficie de la lamina con fucsina basica 3%. Se dispensd
el colorante con suavidad sin salpicar y sin tocar con el gotero los extendidos. Con un hisopo
embebido en alcohol, se encendi6 llama de fuego para calentar suavemente por debajo a los
extendidos uno por uno, con movimiento de vaivén, hasta observarse que se desprenden los
primeros vapores blanquecinos. Se realizo el calentamiento tres veces hasta emision de vapores
cada minuto. Se enjuag6 con abundante agua y baja presion los portaobjetos eliminando
totalmente la solucion de Fucsina, se inclind el portaobjetos para eliminar el exceso de agua y

asi evitar diluir los siguientes reactivos.
e Decoloracion

Se cubrio en totalidad la superficie de la lamina con solucion decolorante (Etanol 95% y Acido
Clorhidrico 35%) y se dejo actuar por 1 minuto. Una vez pasado el tiempo se enjuagd con

abundante agua a baja presion y posteriormente se elimino el exceso de agua.
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e Coloracion de fondo

Se cubrid toda la superficie de la ldmina donde esta el extendido con solucién de azul de
metileno 0,3%. Se dejo actuar por 3 minutos y se enjuagd las laminas en ambas caras con agua
a baja presion y se limpid la parte inferior con un papel absorbente. Se dejé secar las laminas a
temperatura ambiente, apoyandolas sobre un papel absorbente para poder observarse

finalmente en el microscopio éptico con un lente 100x de inmersion.

5.2.4. ldentificacién de la Micobacteria.

Para la identificacion de las cepas recuperadas se utilizd el analisis del polimorfismo del gen
hsp65 propuesto por Telenti y colaboradores en 1993, con algunas modificaciones. Se realiz6
la extraccion del ADN de las cepas mediante ebullicion, para ello se afiadieron de 4-5 colonias
de la muestra correspondiente en 200 pL de buffer TE 1X (Tris 10 mM: EDTA 1mM, pH 8).
Se sometié la suspensién a ebullicion (100 °C) por 10 min. Se centrifugd a 3.500 rpm por 3
minutos. Seguido a esto, el sobrenadante fue usado para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para la amplificacién del gen mediante PCR se utiliz6 1,5mM de MgCl; 0,2mM de
dNTPs; 0,5 uM de cada cebador: Thll (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) y Th12 (5'-
CTTGTCGAACCGCATACCCT), los cuales amplifican un fragmento de 441 pb; 1 U de ADN
polimerasa (BioLabs); 1X de solucién buffer, y se agregé 5uL del lisado a cada tubo de
reaccion, para un volumen final de 50 pL. Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes:
desnaturalizacion previa 94 °C por 5 min, 45 ciclos: 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 miny 72 °C
por 1 min, por altimo, un paso final de extension de 10 min a 72 °C. En cada ensayo se incluyo
la cepa (M. abscessus - ATCC 19977) como control positivo y como control negativo (TE 1X

sin ADN).
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La visualizacion del producto amplificado se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa
(Invitrogen Ultrapure) al 1% en buffer de corrida de TBE 0,5X (Tris 0,9 M, Acido Bérico 0,9
M, EDTA 0,20 M), a 6 voltios/cm por 15 minutos junto a un marcador de peso molecular de
50 pb para verificar el tamafio del producto obtenido. Seguido a esto se realizé la tincion del

gel con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y se visualizé en el equipo Gel Doc XR (BioRad).

5.2.5. Digestion enzimatica

Al confirmar la amplificacion del segmento de 441 pb del gen hsp65, se realiz6 la digestion
enzimatica de 10 pl del producto con 5U de BstEIl (Promega); 0,5X BSA (BiolLabs); 0,5X de
solucién buffer para un volumen total de 20 pl a 60 °C, de igual manera se someti6 10 ul méas
del producto con 5U de Haelll (Promega); 0,5X BSA (BioLabs); 0,5X de solucién buffer a 37
°C durante 2 horas. Para su posterior andlisis, se realizo la electroforesis en gel de agarosa
NuSieve® GTG® (Lonza) al 4% en buffer de corrida de TBE 0,5X a 6 voltios/cm por 2 horas
y media, junto a un marcador de 50 pb (Promega). Se realizé la tincion en una solucién de
bromuro de etidio (0,5 pug/mL) y se visualizdé en el equipo Gel Doc XR (BioRad). La
determinacion del tamafio de los segmentos de restriccion se realizé mediante el programa
Quantity One, y dichos patrones fueron comparados con la base de datos de PRAsite

(app.chuv.ch/prasite/index.html).

5.2.6. Tipificacion bacteriana mediante Electroforesis en campo pulsado.

La tipificacién de los aislados se realiz6 con la macrorestriccién de la enzima de corte
infrecuente Xbal. Se realizé un cultivo en medio Lowestein-Jensen o Stonebrink de cada uno
de los aislados, una vez que se observo crecimiento bacteriano se realizé un subcultivo en caldo

Mueller-Hinton con 0,1% Tween 80 a 37 °C en agitacidn constante por (3 dias). Seguido a esto
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se prepararon suspensiones celulares con 20% de transmitancia. Se trasvaso 400 pl de cada
suspension a un tubo de microcentrifuga y se centrifugé a 3.500 rpm por 15 minutos. Se

descartd el sobrenadante y se resuspendid el sedimento en 400 ul de buffer TE 1X.

Para la preparacion de los bloques, se mezcl6 la suspension celular con 400 pl de agarosa
SeaKem Gold al 1%. Seguidamente para la lisis celular, se incubaron los blogues en buffer TE
1X con lisozima 0,1 mg/ml con agitacion a 37 °C, durante toda la noche. Se descartd el buffer
y se lavaron los blogques una vez con agua MiliQ por 15 min. Luego se incubaron por dos horas
a 54 °C con agitacién en un buffer de EDTA 0,5 M; pH 8,0 + 0,1 mg/ml de Proteinasa K.
Posterior a este tiempo de incubacidn, se afiadié SDS con una concentracion final de 1% y se
dejé incubar por dos horas més. Finalmente, se realizaron dos lavados con agua MiliQ, y por

altimo ocho lavados con TE 1X.

A el protocolo previamente mencionado se le realizaron también modificaciones en distintos
pasos del proceso de lisis, en los cuales como primer paso se le realizé un cambio en la
temperatura de la lisozima de 37 °C a 56 °C, como segunda variante se cambid los tiempos a
los que fue sometido el proceso de lisis con las distintas enzimas (Lisozima y Proteinasa K),
ademas también se vario el tiempo de digestion de la enzima de restriccion Xbal de manera

que se dejo overnight.

También se siguieron los protocolos de lisis celular propuestos por Iker Sevillay col. en el afio
2007 en su trabajo de “Homogeneidad del perfil en electroforesis de campo pulsado de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis aislada del ganado bovino y heterogeneidad de
los ovinos y caprinos”, y el procedimiento de operacion estandar de PFGE con pequefias

modificaciones de Clostridium botulinum seguido por PulseNet, 2012.

Para el proceso de macrorestriccion del ADN en el interior de los blogues de agarosa, se

cortaron laminas de 1 mm aproximadamente, se incubaron en una solucién de reaccion de
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acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Promega) conteniendo 30 U de la enzima de
restriccion Xbal. Se incub6 a 37 °C por 4 horas. A su vez, se realizo la digestion del ADN de
Salmonella serovar Braenderup H9812 embebida en agarosa con la enzima de restriccion Xbal,
para usarla como control de la corrida electroforética mediante el protocolo establecido por
PulseNet. Cada bloque con el ADN digerido fue colocado en el peine del molde para preparar
el gel de agarosa. (PulseNet, 2017). La electroforesis de campo pulsado fue llevada a cabo en

TBE 0,5X en el CHEF DR |1l System (BioRad), bajo las siguientes condiciones:

Tabla 3. Condiciones de electroforesis en campo pulsado de las macrorestricciones del ADN de aislados de M. gordonae en
el equipo CHEF-DR 111 System.

Tipo de Agarosa Temperatura Inicio de Bloque 1 Bloque 2
(%) (°C) mA (pulsos/tiempo) (pulsos/tiempo)
SeaKem Gold 14 115-135 1,5al10seg/ 13,9 20 a40seg/ 4,6
(1%) horas horas
SeaKem Gold 14 136-145 1,5al10seg/ 13,5 20a40seg/ 4,5
(1%) horas horas

Finalizada la electroforesis, se realiz6 la tincion del gel con bromuro de etidio (0,5ug/mL) para

posteriormente visualizarse a través del equipo Gel Doc XR (BioRad).

5.2.7. Tipificacion genética mediante la técnica de ERIC-PCR

Se realizé un cultivo en medio Lowestein-Jensen o Stonebrink de cada uno de los aislados, una
vez que se observd crecimiento bacteriano se realiz6 un subcultivo en caldo Mueller-Hinton
con 0,1% Tween 80 a 37 °C en agitacion constante por (3 dias). Seguido a esto se prepararon
suspensiones celulares con TE1X a 20% de transmitancia. Se trasvasé 400 pl de cada

suspension a un tubo de microcentrifuga. Se realizé la extraccion del ADN de las cepas
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mediante ebullicion, para ello se sometio la suspension a ebullicion (100 °C) por 10 min y se
centrifugo a 3.500 rpm por 5 minutos. Una vez terminado este proceso, se almacenaban a -20

°C hasta el momento de realizar la amplificacion.

Se uso el método de amplificacion wusando los cebadores ERICIR (5'-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC) y ERIC2 (5- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG)
como los descritos por Sechi y col, 1998, con pequefias modificaciones. En resumen, la mezcla
de reaccion se realizé con cantidades finales de 1,5 mM de MgCl»; 1 U de Taq polimerasa; 200
uM de dNTPs; 1X de solucién Buffer; 0,5 pmol de cebadores, y se agregd 5uL del lisado a
cada tubo de reaccion, para un volumen final de 50 pL. Las condiciones de la reaccion fueron
las siguientes: desnaturalizacion previa 94 °C por 2 min, 35 ciclos: 94 °C por 45 seg, 52 °C por

1 miny 70 °C por 10 min, por ultimo, un paso final de extension de 20 min a 70 °C.

La visualizacion del producto amplificado se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa
(Invitrogen Ultrapure) al 2% en buffer de corrida de TBE 0,5X (Tris 0,9 M, Acido Bérico 0,9
M, EDTA 0,20 M), a 6 voltios/cm por 70 minutos junto a un marcador de peso molecular de
50 pb para verificar el tamafio del producto obtenido. Seguido a esto se realizé la tincién del

gel con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y se visualizé en el equipo Gel Doc XR (BioRad).
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6. RESULTADOS

6.1. Cultivo e Identificacion de bacterias acido-alcohol resistentes

Con el objetivo de corroborar la identificacion de las cepas de estudio aisladas y garantizar que
los cultivos micobacterianos se encontraran puros, se realizd la prueba baciloscopica

correspondiente una vez que se observo crecimiento en el medio solido.

De un total de 84 aislados, se seleccionaron 56 aislados que eran viables y no contaminados
mediante la técnica de tincion de Ziehl-Neelsen, puesto que resultaron BAAR positivos, dichos
resultados se observan en la figura 4. El resto de los aislados fueron desestimados por no
presentar cultivos puros, al visualizar la presencia tanto de micobacterias como de otro tipo de

bacterias, consideradas como contaminantes del cultivo, como se muestra en la figura 5.

Figura 4. Registro fotografico de la prueba de tincion de Ziehl-Neelsen realizada a las cepas repicadas en
medio sélido, observadas en el microscopio 6ptico con objetivo de 100x. BAAR positivo.
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Figura 5. Tincion Ziehl- Neelsen de cultivo contaminado. (Fucsia: micobacterias; Azul:
contaminantes).

6.2. ldentificacion de la micobacteria

Se realizé la identificacion a nivel de especie y tipo de M. gordonae mediante la técnica de
analisis de patrones de restriccion del gen hsp65 (PRA), de los cuales se pueden observar que
los aislamientos de M. gordonae generaron patrones multiples, donde en la pagina de PRAsite

provee una identificacion segun que tan pequefia sea la distancia entre dos organismos.

Para Mycobacterium gordonae se pueden obtener distintos patrones después de la digestion
con BstEIl y Haelll generando 10 tipos dentro de la especie, como se puede observar en la

siguiente tabla:

Tabla 4. Patrones de los distintos tipos de Mycobacterium gordonae.

Mycobac;l(;irri)grgegordonae Patron con BstEIl Patrdon con Haelll
1 235/120/85 160/115/60
2 235/120/85 215/110/0
3 235/120/100 130/115/0
4 320/115/0 130/115/60
5 235/210/0 130/115/0
6 235/130/85 140/120/95
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7 235/120/100 155/110/0

8 320/115/0 130/110/70
9 235/120/100 160/115/60
10 235/120/100 130/110/95

Fuente: http://app.chuv.ch/prasite/

En base a estos patrones, segun el tamafio en pares de bases (pb) de cada fragmento obtenido
de la digestion por las enzimas antes mencionadas, se logré obtener la identificacion de los

aislados usados para el presente trabajo.

6 7 8 9101112 1314 1516 17 1819 20 2122 23 2425 M

T

Figura 6. Registro fotogréafico de patrones de restriccion del gen hsp65 de Mycobacterium gordonae generados por las
enzimas Haelll y BstEIl. (M) marcador de peso molecular de 50pb (BioLabs). (NUmeros pares) Digestion por Haelll
(Numeros impares) digestion por BstEII. (carril 2 y 3)559917. (carril 4 y 5) 570501. (carril 6 y 7) 570502, (carril 8 y 9)
570503, (carril 10 y 11) 5705086, (carril 12 y 13) 570494, (carril 14 y 15) 570505, (carril 16 y 17) 574730, (carril 18 y 19)
594721, (Carril 20 y 21) 586039, (carril 22 y 23) 586047, (carril 24 y 25) ATCC 19977 - M. abscessus.

En la figura 6 se muestra un ejemplo de las digestiones generadas por las enzimas Haelll y
BstEIl de los productos del PRA hsp65 de los cultivos que se encontraron puros una vez

realizada la tincion Ziehl-Neelsen. Luego de analizar los patrones de restriccion generados, se
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procedio a introducir el tamafio de cada uno de los fragmentos generados por la digestion con
las enzimas mencionadas anteriormente, en la base de datos de la pagina web PRAsite, la cual

arrojo los datos que se encuentran en las siguientes tablas (desde la tabla 5 hasta la 7).

Tabla 5. Identificacion de aislados clinicos del Centro Médico Docente La Trinidad por la técnica de PRA.

Fuente ID Fecha de colecciéon Identificacion
de aislado por PRA

Cepa de esputo 504424 2009 M. gordonae 3
Cepa de esputo 504427 2009 M. gordonae 3
Cepa de esputo 559917 2010 M. gordonae 3
Cepa de esputo 574730 2010 M. gordonae 3
Cepa de esputo 594695 2010 M. gordonae 7
Secrecion traqueal 594718 2010 M. gordonae 7
Cepa lavado bronquial 594721 2010 M. gordonae 3
Cepa de esputo 630053 2011 M. gordonae 3
Cepa de esputo 642466 2011 M. gordonae 7
Cepa de esputo 672420 2011 M. gordonae 3
Cepa de esputo 677648 2012 M. gordonae 3
Cepa de esputo 677657 2012 M. gordonae 3
Cepa de esputo 727003 2012 M. gordonae 3
Lavado bronquial 690770 2012 M. gordonae 3
Cepa de esputo 757218 2013 M. gordonae 3
Cepa de esputo 763132 2013 M. gordonae 3
Cepa de esputo 777927 2013 M. gordonae 3
Cepa de esputo 782675 2013 M. gordonae 3
Lavado bronquial 763135 2013 M. gordonae 7
Lavado bronquial 790141 2013 M. gordonae 3
Secrecion bronquial 782659 2013 M. gordonae 3
Cepa de esputo 819748 2014 M. gordonae 3
Cepa de esputo 841028 2014 M. gordonae 3
Cepa de esputo 847201 2014 M. gordonae 3
Cepa de esputo 847220 2014 M. gordonae 3
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Cepa de esputo
Cepa de esputo
Cepa de esputo
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Secrecion bronquial

Secrecion bronquial

863338
866204
881443
847204
847210
847217
854114
881499
881489
881496

2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

. gordonae 3
. gordonae 3
. gordonae 3
. gordonae 7
. gordonae 3
. gordonae 3
. gordonae 3
. gordonae 3

. gordonae 3

T T T 2 2 XXX X%

. gordonae 3

Obteniéndose un total de 35 aislados en el CMDLT identificados (Tabla 4), de los cuales hubo

un (85,71) % perteneciente a el tipo 3 y un (14,29) % del tipo 7 de la especie de M. gordonae.

Tabla 6. Identificacion de aislados clinicos del Hospital Clinicas Caracas por la técnica de PRA.

Fuente

Cepa de esputo

Cepa de esputo

Cepa de esputo

Cepa de esputo

Cepa de hueso

Cepa de hueso

Cepa de hueso

Cepa de canal medular
Cepa de canal medular
Cepa de tejido de Fémur
Cepa de canal medular
Cepa de canal medular

Cepa de esputo

ID

392069
392056
392052
411321
570494
570505
570506
570501
570502
570503
586039
586047
743584

Fecha de coleccidn
de aislado

2008
2008
2008
2008
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2013

Identificacion
por PRA

M. gordonae 7
M. gordonae 2
M. gordonae 7
M. gordonae 7
M. gordonae 10

. gordonae 10

. gordonae 10

. gordonae 10

M
M
M
M. gordonae 10
M. gordonae 10
M. gordonae 10
M. gordonae 10

M. gordonae 2
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En la tabla 6 se presentan 13 aislados que se pudieron identificar del centro Hospital Clinicas

Caracas, obteniéndose un 61,54% perteneciente a Mycobacterium gordonae tipo 10, un 23,08%

tipo 7 y finalmente 15,38% del tipo 2.

Tabla 7. Identificacion de aislados clinicos del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” por la técnica de PRA.

Fuente

Esputo
Esputo
Esputo
Esputo
Esputo
Contenido gastrico
Esputo

Esputo

ID

72267
472456
704673
712515
820604
982848
983527

1023488

Fecha de coleccidon de
aislado

2003
2009
2012
2012
2014
2016
2016
2017

Identificacion por

PRA
M. gordonae 3
M. gordonae 9
M. gordonae 3
M. gordonae 2
M. gordonae 7
M. gordonae 3
M. gordonae 3

M. gordonae 3

En la tabla 7 se presentan 8 aislados que se pudieron identificar del Instituto Nacional de

Higiene “Rafael Rangel”, obteniéndose un 62,50 % perteneciente a Mycobacterium gordonae

tipo 3, un 12,50 % correspondiente al tipo 9, igualmente para el tipo 7 se obtuvo 12,50 % y

finalmente 12,50 % al tipo 2.
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6.3. Tipificacion bacteriana mediante electroforesis en campo pulsado

6.3.1. Primer protocolo de PFGE

Figura 7. Serie de fotografias de los distintos ensayos realizados para la estandarizacion de la técnica de electroforesis en
campo pulsado. A. Ensayo con enzima de restriccion Dral; B. Ensayo con enzima de restriccién Xbal; C. Ensayo con cambio
de temperatura a lisozima (1. 37 °C; 2. 56 °C). D. 1. Lisozima (48h) y Proteinasa K (6 dias); 2. Lisozima (5 dias) y Proteinasa
K (2h) y se dejé digestion con Enzima de restriccién Xbal por 24 horas.

Al realizar la PFGE con la enzima de restriccion Dral, no se observé bandas (figura 7.a), por
lo que se decidi6 usar otra enzima de corte infrecuente utilizada en micobacterias, la cual es
conocida como Xbal (figura 7.b). Al observar unas bandas tenues en dicho gel, se decidid
seguir trabajando con esta enzima de restriccion, sin embargo, se realizaron otros cambios
debido a que se notd que el ADN quedo empaquetado en el bolsillo del carril y no habia

suficiente ADN disponible para que la enzima pudiera digerir el producto.

En el siguiente caso se modifico la temperatura de la lisozima de 37 °C a 56 °C, de manera de
ir paulatinamente cambiando las condiciones y poder estandarizar la técnica de PFGE. En esta
prueba se pudo observar que a 37 °C se pudo obtener mejores bandas, pero ain muy tenues

(figura 7.c.). Por lo que se prosigui6 a cambiar los tiempos a los que se dejaba actuar la lisozima
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y la proteinasa K y finalmente se dejé la digestion por 24horas, sugiriendo asi la figura 7.d. que

aun no se obtiene suficiente ADN libre para generar un patron adecuado para tipificacion.

6.3.2. Protocolos PulseNet y Sevilla

A B 52

Figura 8. A. Protocolo PulseNet de Vibrio cholerae modificado.  B. Protocolo de lisis
realizado por Sevilla y col.,2007. C. Protocolo de lisis realizado en PulseNet para
Clostridium botulinum.

Entonces debido a que todos los intentos anteriores no fueron satisfactorios, se opté por realizar
otros protocolos de PFGE de la bibliografia que generaban patrones bastante aceptables para
otras micobacterias, en los cuales varian en el uso de otras soluciones buffer que permiten un
mejor proceso de lisis. En el caso de la figura 8.a. se logrd obtener un patrén mucho mas visible
al agregarle proteinasa K en la suspension celular antes de formar los bloques de agarosa para
luego proceder con el mismo método de lisis. Sin embargo, las bandas a pesar que se notaban

mucho mas gue con los protocolos anteriores, ain no se obtuvo el resultado esperado.

El siguiente protocolo (realizado por Sevilla y col, 2007) consistio en agregar un buffer de
esferoplasto para permitir que la célula obtenga una mayor lisis, pero pese a esto las bandas
salian distorsionadas y tenues (figura 8.B). Finalmente se realizé el protocolo de PulseNet para

Clostridium botulinum (figura 8.C) el cual es mucho mas extenso y complejo, donde se utilizé
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una serie de buffers que permitieron tener un mejor patrén de bandas en el gel de agarosa, sin

embargo, aun presenta parches entre las bandas que no permiten un buen analisis del gel.

6.3.3. Tipificacion bacteriana mediante ERIC-PRC

Figura 9.Ay B. Perfiles ERIC-PCR de cinco aislados de Mycobacterium gordonae con sus respectivos duplicados.

Por altimo, se procedio a realizar la tipificacion mediante una técnica basada en PCR. En la
cual se someti6 bajo las mismas condiciones de crecimiento bacteriano cinco cepas que se
encontraban identificadas mediante PRA. Ademas, se realizdé por duplicado las corridas
electroforéticas de cada cepa para poder corroborar que el método era reproducible y eficiente.
Sin embargo, dicho registro fotografico del gel mostrdé que los patrones no eran iguales y
conforme con esto; se realizd una repeticion del protocolo, generando bandas totalmente

distintas a las obtenidas en el primer gel (figura9 A.y B.).
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7. DISCUSION

M. avium complex y M. ulcerans son los patdgenos mas comunmente aislados. M. gordonae
se asocia comunmente con la contaminacion ambiental de muestras clinicas. Es la
micobacteria mas frecuentemente aislada del liquido gastrico, la orina y los frotis de
membranas mucosas, ademas es una causa reconocida de enfermedad pulmonar y
diseminada en pacientes inmunocomprometidos. Las infecciones de la piel y tejidos
blandos, representan hasta el 30% de la enfermedad micobacteriana no tuberculosa en los

nifios (Freyne, B., Curtis, N.,2017).

La baciloscopia es el método mas sencillo, rapido y econdmico para el diagnéstico de
tuberculosis o0 micobacteriosis, empleando la técnica de tincion de Ziehl-Neelsen la cual
permite la visualizacion tanto de micobacterias, como también de bacterias de los géneros
Rhodococcus y Nocardia. La tincion Ziehl-Neelsen es una herramienta poderosa utilizada
para la confirmacion de la existencia de micobacterias en una muestra o cultivo, asi como
también para conocer el estado de pureza de los mismos. Esta técnica fue utilizada para
asegurar que los cultivos de las muestras incluidas en este estudio se encontraran puros
antes de iniciar su identificacion mediante la implementacién del método de PRA-hsp65 y
caracterizacion por los métodos PFGE y ERIC-PCR, debido a que contaminantes como
otros microorganismos no micobacterianos y hongos tienen la capacidad de interferir con

la PCR. (Valdés, F., y Cid, A., 2004).

El paso siguiente fue realizar la metodologia de PRA-hsp65. Esta técnica permite la
determinacion del tamafio de bandas presentes en los patrones de restriccion, con la ayuda
de un software que permite la digitalizacion de la imagen del gel y poder llevar a cabo el

analisis, minimizando asi los errores calculados para los tamafios de cada una de las bandas
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y finalmente poder lograr la identificacion. En este caso se empleo el software Quantity
One, el cual permitio obtener los valores mas exactos. Al introducir en la pagina web de
PRAsite los tamafios de las bandas obtenidas en el gel, se pudo confirmar la identificacion
de los aislados recuperados, obteniendo una variedad de tipos de M. gordonae proveniente
de cada centro hospitalario, entre ellos estan los tipos 2, 3, 7, 9 y 10. Siendo M. gordonae
tipo 7, el mas frecuente en todos los centros. Walton y Valesco, 1991; Plikaytis y col, 1992;
Kirschner y Bottger, 1992, demostraron que M. gordonae presenta una heterogeneidad
genética en relacion con otras especies micobacterianas y dicha heterogeneidad puede

detectarse utilizando el ensayo de PRA-hsp65.

También se pudo observar que el M. gordonae tipo 10 solo fue identificado en aislados
obtenidos de diversas muestras del mismo paciente con lesiones éseas. Esto podria
confirmar que M. gordonae es el patdgeno causante de esta infeccion. Las micobacterias
no tuberculosas pueden estar presentes en multiples 6rganos, incluso en los huesos. La
osteomielitis por MNT rara vez se informd antes de la década de 1980, pero su prevalencia
parece haber aumentado recientemente, reflejada por informes de casos e investigaciones
clinicas a gran escala (Sheng Bi y col., 2015). Muchas especies de MNT de crecimiento
lento han demostrado la capacidad de causar osteomielitis, incluyendo M. gordonae, la cual
fue reportado un caso de mastoiditis micobacteriana en una nifia de nueve afios en la que el

organismo patogeno era dicha micobacteria (Molloy, J., y col., 2008).

La toma de huellas dactilares de ADN es una herramienta importante que complemente los
datos obtenidos con las investigaciones epidemioldgicas. La electroforesis en gel de campo
pulsado ha sido considerada la técnica mas adecuada para la tipificacién de cepas de la

mayoria de las especies bacterianas, principalmente debido a su alta reproducibilidad y
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adecuado poder discriminatorio. Sin embargo, el uso de esta técnica es limitada por el bajo
rendimiento y el hecho de que algunas cepas sufren degradacion durante la electroforesis.
Los métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa, por otro lado, tienen un
alto rendimiento y no requieren equipo dedicado; sin embargo, el analisis de los resultados
puede complicarse no solo por el gran nimero de bandas generadas, sino también por la

presencia de bandas que se tifien con intensidad variable (Sampaio, 2006).

En este estudio, se utilizd inicialmente como método de tipificacion; la electroforesis de
gel en campo pulsado puesto que esta técnica es considerada como la Estandar de Oro para
dicho proposito, siendo esta una técnica bastante laboriosa y que requiere de largos periodos
de tiempo para obtener los patrones, pero pese a este hecho, al realizar la metodologia
inicialmente planteada, la cual estaba estandarizada en el Laboratorio de Diagnosticos
Especiales para micobacterias de crecimiento rapido, no se pudo obtener suficiente ADN
disponible para lograr una buena huella digital de los aislados en el estudio. A dicho
protocolo se le realizaron cambios controlados en cuanto a variaciones de temperatura de
la lisozima, puesto que segun CDC (Centers for Disease Control and Prevention) ellos

obtuvieron una mejor lisis por la misma cuando la incubaban a una temperatura de 56 °C.

A su vez se varid los tiempos de incubacion de la lisozima y proteinasa K puesto que era
evidente gque aun no se habia liberado suficiente ADN para que se pudiera obtener patrones
de bandas después de la digestion, ya que en los bolsillos del gel se encontraba el ADN
gendmico sin digerir. Sin embargo, en perfiles mostrados por PulseNet ellos no muestran
mayor variabilidad al aumentar el tiempo de incubacion con la lisozima, lo cual concuerda
con lo obtenido con este trabajo. Al momento de escoger la enzima de digestion, se eligié

Xbal para los experimentos con PFGE porque produjo perfiles mas distinguibles con en
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comparacion con Dral. Es posible que el hecho de que Mycobacterium gordonae sea una
micobacteria de crecimiento lento le confiere mayor resistencia en su pared celular ante

agentes que provoquen la lisis celular.

Hasta la fecha, el nimero total de tipos de M. gordonae se ha ampliado a 10 variantes
(http://app.chuv.ch/prasite/index.html). Por esta razon Wojtasik y col., en el afio 2011,
presentaron un posible ensayo genético rapido y reproducible que utiliza la PCR basada en
la secuencia de repeticion de trinucle6tidos (TRS-PCR) para el genotipado de M. gordonae.
El método propuesto constituye un Unico cebador util para genotipar esta especie. Entre los
10 cebadores que contiene TRS, después de aplicar la PCR basada en (CAC) a 36 cepas de
M. gordonae, encontraron un indice discriminatorio de 0.975. La precision de este analisis
fue apoyada por una reproducibilidad del 92%. Estos resultados se compararon con el
esquema de tipificacion de ERIC-PCR que tuvo un indice discriminatorio mas bajo de 0.93

y su reproducibilidad fue de solo 86.3 %.

Dokht y col., en el 2015 realizaron un estudio con el objetivo de identificar molecularmente
aislados clinicos de M. fortuitum debido a que esta especie de micobacteria no tuberculosa
en Iran es la mas coman. Realizaron analisis con RAPD y ERIC, y obtuvieron que los
aislamientos de M. fortuitum se podian dividir en 3 y 6 grupos, respectivamente. En el
analisis de RAPD, los fragmentos principales fueron de 300 pb, seguido del fragmento
1000. En el analisis ERIC, los fragmentos principales fueron de 280 pb seguido del
fragmento de 1200 pb. En conclusién, aunque los resultados de este estudio representaron
un mayor poder discriminatorio de ERIC, sin embargo, la combinacién de RAPD vy el
analisis de ERIC pudieron discriminar suficientemente la diversidad genotipica, el control

de la infeccion y obtener informacién epidemioldgica atil sobre los aislamientos de M.
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fortuitum. Sampaio y col en el 2006 obtuvieron con ERIC-PCR un indice de discriminacion
de 0.975 y con PFGE obtuvieron 0.993 para M. chelonae y 0.989 (ERIC-PCR) y 0.972
(PFGE) para M. abscessus. Por lo que ellos concluyen que la PCR puede considerarse una

mejor alternativa, mas no definitiva de PFGE para la tipificacion de estos aislamientos.

La seleccion correcta de una técnica de tipificacion segun Struelens en 1998, se basa en los
siguientes criterios: reproducibilidad, estabilidad, tipeabilidad y poder discriminatorio. La
reproducibilidad es la capacidad del procedimiento de arrojar el mismo resultado repetidas
veces, inclusive en laboratorios distintos. En cuanto a la estabilidad, el marcador bioldgico
detectado por el método debera poder ser determinado a lo largo del tiempo y no depender
de las variaciones en el genoma del microorganismo. La tipeabilidad, se define como la
capacidad de obtener un resultado positivo para cada aislamiento, lo esperado es poder
tipificar 100 % de los aislados seleccionados para el estudio. Por ultimo, el poder
discriminatorio de una técnica de tipificacion esta relacionado con la habilidad de asignar

dos aislados no relacionados como tipos diferentes.

A esta lista de criterios deben afiadirse la facilidad en la aplicacion del método, la rapidez
en la obtencién de los resultados, la sencillez en su interpretacién y la versatilidad del
procedimiento para su aplicacion a diversos organismos. En la practica, para la evaluacién
de un método de tipificacién epidemiologico deben considerarse todos los criterios
descritos de forma integral. Rara vez un método cumple satisfactoriamente con todos los
criterios utilizados para su evaluacién, por lo cual, es frecuente y recomendable el uso
combinado de diversas técnicas. Usualmente, en primera instancia, se utiliza un método de

tipificacion que arroje resultados rapidamente, seguido de procedimientos que ofrezcan
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informacidn mas precisa, pero cuya implementacion requiera de mayor tiempo (Struelens,

1998).

En efecto en este trabajo no se logré obtener la reproducibilidad requerida al realizar la
técnica de ERIC-PRC, puesto que como se observa en la figura 9, al realizar el mismo
experimento varias veces, no se obtuvieron los mismos resultados, y es posible a que se
haya debido a que fue necesario elevar la concentracion de magnesio en la PCR para
obtener la amplificacion de los productos, inicialmente se realizé la solucién madre del
ERIC-PCR con una concentracién de cloruro de magnesio de 1,5 mM donde no se obtuvo
el amplicon (resultados no mostrados), sin embargo al aumentar la concentracion del
magnesio a 3 mM, se obtuvieron bandas, pero al realizar nuevamente el experimento por
duplicado, no se obtuvo el mismo patrén de bandas. EI MgCl2 es un cofactor necesario para
la actividad enzimatica de las DNA polimerasas. La concentracion 6ptima de MgCl, debe
determinarse empiricamente para cada polimerasa, secuencia y par de cebadores.
Demasiado poco puede reducir la eficiencia de amplificacion, pero al contrario si es mucho,
puede reducir la eficiencia de amplificacion o generar productos inespecificos (Pérez, G.

2019).

Este comportamiento pudo deberse a que los iniciadores utilizados tenian varios afos
conservados, lo podria haber inducido a la degradacion de los mismos. Esta descrito que
los oligonucledtidos dependen de la temperatura y del medio de almacenamiento para
permanecer estables. De dichas variables, la temperatura es la mas importante, puesto que
cuando son almacenados a -20 °C permanecen estables durante dos afios
independientemente de si se almacenan secos o resuspendidos en TE o agua MiliQ. Pero a

medida que se aumenta la temperatura se ve claramente la diferencia en la estabilidad entre
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los medios de almacenamiento, siendo los oligos almacenados en agua MiliQ los menos
estables, seguido de los secos y los almacenados en tampon TE finalmente siendo los mas
estables. A su vez lo principal para la estabilidad es evitar la congelacion y descongelacion
puesto que las fuerzas fisicas involucradas pueden degradar los oligonucleétidos (IDT,

2019).

Finalmente, se puede inferir que es posible que se requiera otro método de aislamiento del
ADN o tener cebadores nuevos para obtener un mejor resultado con ERIC-PCR, puesto que
Woijtasik y col., en el afio 2011, obtuvieron patrones de bandas para Mycobacterium
gordonae con la técnica de ERIC-PCR. Sin embargo, a pesar de este hecho, ellos tampoco
obtuvieron suficiente reproducibilidad y poder de discriminacion con esta técnica para este

bacilo acido alcohol resistente cuando lo compararon con el otro método de TRS-PCR.
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8. CONCLUSIONES

La técnica de PRA es un método bastante sencillo y eficiente, capaz de identificar todas
las variantes encontradas de Mycobacterium gordonae.

M. gordonae requiere otro método de lisis para poder obtener el ADN disponible y
generar patrones mediante la metodologia de electroforesis en gel en campo pulsado.
Se requiere una metodologia de toma de huellas dactilares mas eficiente en los
procedimientos de laboratorio de rutina para la tipificacion de M. gordonae.

Es importante contar con cebadores con poco tiempo de sintesis o en su defecto bien
almacenados, puesto que de esto depende en gran mayoria tener resultados confiables
con las técnicas de PCR.

Cuando varias muestras de aislados de un mismo paciente son identificados por PRA
con el mismo microorganismo, se puede confirmar que él mismo es el patdgeno

causante de la infeccion.
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