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Running title: Caracterizacion de genes de resistencia de micobacterias atipicas.
Resumen:

El género Mycobacterium incluye mas de 150 especies, de las que solo unas poca (complejo M.
tuberculosis, M. leprae) se consideran como patdgenos primarios, siendo el resto de las especies
consideradas como microorganismos ambientales que solo en determinadas circunstancias dan lugar a
patologia humana. En las Ultimas décadas la incidencia de las infecciones de piel y tejido blando, asi como
las enfermedades pulmonares producidas por el complejo M. abscessus, la MNT mas relevante en
patologia humana, se ha incrementado significativamente en todo el mundo. En Ecuador, se han registrado
infecciones de piel y tejidos blandos asociadas con procedimientos cosméticos causadas por este
microorganismo.

El régimen de antibidticos recomendado para el tratamiento de la infeccion por M. abscessus (directrices
ATS / IDSA 2007) es una terapia basada en varios macrélidos y, por tanto, la Claritromicina se considera
un antibidtico clave. Sin embargo, M. abscessus ha demostrado ser resistente a multiples antibidticos

incluyendo la claritromicina.

La resistencia adquirida a Claritromicina se asocia con mutaciones puntuales en las posiciones 2058 y 2059
del gen rrl que codifica el rRNA 23S, siendo la primera la que causa una mayor elevacion de MIC. La
resistencia inducible es conferida por el gen erm(4l), que codifica las metilasas ribosomales de la

eritromicina, y las mutaciones en el mismo provocan la pérdida de resistencia inducible.

En vista de la creciente incidencia de las infecciones por M. abscessus y los problemas con su tratamiento
por culpa de la resistencia antibidtica, este trabajo se planteo el analisis de los mecanismos de resistencia a
claritromicina de cepas previamente indentificadas como MNT y criopreservadas en el Centro de
Investigacion Microbiolégica, Guayaquil. Para ello se empled RT — PCR con sondas especificas para detectar
variantes mutantes de los genes de resistencia mencionados mas arriba. Ademas, se comparé un método de
identificacion por RT — PCR con el bien establecido método de diagnéstico por MALDI — TOF para

micobacterias.

Nuestros resultados indican que la identificacién basada en RT — PCR es una alternativa a las pruebas
fenotipicas al uso para M. abscessus. También mostr6 que las RT - PCR para la deteccion de mecanismos de

resistencia a claritromicina, aunque con limitaciones, son una buena alternativa a las pruebas de sensibilidad.
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Palabras clave: Micobacterias no tuberculosas, resistencia a claritromicina, secuenciacion,
MALDI TOF.

1. INTRODUCCION

El género Mycobacterium incluye mas de 150 especies, de las que solo unas pocas (complejo M.
tuberculosis, M. leprae) se consideran como patdgenos primarios, siendo el resto de especies
consideradas como microorganismos ambientales que solo en determinadas circunstancias dan
lugar a patologia humana. Son ubicuas, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza
y han sido consideradas saprofitas y microorganismos colonizadores (microorganismos que de
forma estable se asientan en un nicho bioldgico, y establecen una relacion simbiotica que puede
ser comensalista, mutualista o parasitica) (Park et al., 2020(Esteban & Esteban, 2019). Asi, de
entre todas las micobacterias, denominadas clasicamente como micobacterias atipicas o
micobacterias no tuberculosas (MNT), s6lo un grupo mas reducido aparece como causante de
infeccion en humanos con relativa frecuencia. La prevalencia y la incidencia de enfermedades
humanas causadas por MNT estdn aumentando constantemente en todo el mundo (Park et al.,
2020). La prevalencia de las enfermedades no transmisibles y las especies de micobacterias

relacionadas difiere segun el pais y la zona (Park et al., 2020).

Desde el punto de vista microbioldgico, los MNT son bacilos &cido- alcohol-resistentes (BAAR,
denominacidn por la reaccion a la tincion de Zielh-Neelsen), aerobios obligados, inmdviles, no
esporulados, que no producen pigmentos y crecen en un rango de temperaturas entre 28 y 35°C.
Dependiendo de la disminucién o abundancia del glicopeptidolipido (GPL) o C-micésido en la
pared celular, estas micobacterias pueden formar en los medios de cultivos dos tipos coloniales

uno rugoso (R) y otro liso (S), respectivamente [(Ramirez & Araque Marquina, 2017b). Varias
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caracteristicas de las MNT, como una tasa de crecimiento lenta, una membrana externa rica en
lipidos, células hidrofobas y formacion de biopeliculas que conducen a la persistencia de las MNT
en entornos domeésticos y asociados a humanos y, por lo tanto, aumentan la posibilidad de

exposicion a un huésped (Brennan & Nikaido, 1995).

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) no causan tuberculosis (TB); pero pueden causar
enfermedades potencialmente mortales. El principal mecanismo de transmision de las MNT es el
aéreo y por la ingestion. No estan descritos casos de transmision entre humanos ni animal-humano
de las MNT. Generalmente presentan un poder patogénico bajo, que varia de especie a especie,

pudiendo ser oportunistas o simplemente saprofitas (Esteban & Esteban, 2019).

Aungue la infeccion por MNT exhibe caracteristicas similares a la TB en términos de sintomas y
tincion AFB, se requieren diferentes antibioticos para el tratamiento. Se ha encontrado que algunas
especies de MNT son resistentes a muchos tipos de antibidticos, lo que convierte el tratamiento de
la infeccion por MNT en un desafio debido al amplio espectro de resistencia de estos

microorganismos (Ryu et al., 2016)(Cowman et al., 2016); (Ananta et al., 2018).

Entre las MNT mas relevantes tenemos el complejo M. abscessus. Es la micobacteria de
crecimiento rapido (MCR) mas abundante en patologia humana (Ramirez & Araque Marquina,
2017b). En las Gltimas décadas la incidencia de las infecciones de piel y tejido blando, asi como
las enfermedades pulmonares producidas por el complejo M. abscessus se ha incrementado
significativamente en todo el mundo (Lee et al., 2015). En Ecuador, se han registrado infecciones
de piel y tejidos blandos asociadas con procedimientos cosméticos causadas por estos

microorganismos. En el Centro de Investigaciones Microbioldgicas (CIM) de Guayaquil, donde se
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realiza diagndstico microbioldgico, se ha presentado una alta incidencia de este microorganismo,
sobre todo en muestras de cirugia estética, infecciones pulmonares y tejido blando, lo que abunda
en la importancia para la salud publica de este complejo de MNT. El tratamiento de las infecciones
causadas por M. abscessus es dificil debido a que esta bacteria es intrinsecamente resistente a las
drogas antituberculosas clasicas y también a la mayoria de antibioticos actualmente disponibles

(Ramirez & Araque Marquina, 2017b).

Una caracteristica especial de las MCR (especialmente de las cepas no pigmentadas) es su
sensibilidad antimicrobiana, muy diferente a la de las cepas de crecimiento lento. En general, la
gran mayoria de especies de MCR no pigmentadas son resistentes a los antituberculosos habituales
(isoniazida, rifampicina, etambutol, pirazinamida y estreptomicina), siendo sensibles a otros
antibidticos empleados habitualmente en el tratamiento de diversas infecciones bacterianas, tales
como macrdlidos, quinolonas, cotrimoxazol, tetraciclinas, aminoglucosidos, linezolid, algunos
betalactamicos (cefoxitina, imipenem) o tigeciclina. Recientemente se ha publicado una
estandarizacion de los estudios de sensibilidad para estos organismos, recogida en el protocolo de
la SEIMC publicado en 2017, donde se establece la microdilucion como la técnica de referencia
para estos estudios de sensibilidad. Un dato de especial relevancia es que puede existir una
importante variacion de los patrones de sensibilidad, no solo entre las distintas especies, sino entre
cepas de la misma especie, por lo que se recomienda la realizacion de estudios de sensibilidad

individualizados en aquellos aislados que se consideren significativos (Ananta et al., 2018).

El régimen de antibidticos recomendado para el tratamiento de la infeccion por M. abscessus

(directrices ATS / IDSA 2007) es una terapia basada en varios macrélidos y, por tanto, la
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Claritromicina se considera un antibidtico clave. Ademas, se ha informado de la susceptibilidad
natural de M. abscessus a la Amikacina y, por tanto, se ha sugerido la inclusion de este antibidtico
en el régimen de tratamiento (Ananta et al., 2018). Dos clases principales de resistencia a
Claritromicina (macrdlido) son la resistencia inducible y la adquirida (Ramirez & Aragque Marquina,
2017a). La resistencia a Claritromicina adquirida se asocia con mutaciones puntuales en las
posiciones 2058 y 2059 del gen rrl que codifica el rRNA 23S, siendo la primera la que causa una
mayor elevacién de MIC. La resistencia inducible es conferida por el gen erm(41), que codifica las
metilasas ribosomales de la eritromicina (Sharma et al., 2020). Varios estudios han investigado las
funciones de erm(41) y rrl de M. abscessus para conferir resistencia a la Claritromicina (Ananta et
al., 2018), pero con resultados inconsistentes. Estas mutaciones no explicaron todas las cepas de M.
abscessus resistentes a Claritromicina y podrian existir otros mecanismos. La resistencia a la
Amikacina también se explica parcialmente por mutaciones puntuales en las posiciones 1,406 a
1,409 en el gen rrs que codifica ARNr 16S. (Ananta et al., 2018). Las modificaciones de las regiones
ARNr 23S y ARNr 16S han permitido explicar, en parte, la resistencia a macrélidos y
aminoglicésidos. La metilacion de los sitios blanco de accion de los macrélidos es otro factor
importante, sobre todo en especies como M. abscessus. Este Gltimo mecanismo explica la falla
terapéutica que se ha reportado en pacientes tanto en infecciones pulmonares como en infecciones

de la piel.

La espectrometria de masas MALDI - TOF (Mass Spectrometry Laser Desorption/lonization Time-
of-Flight) se ha establecido ya como una técnica de referencia para la identificacion bacteriana. A
pesar de que el uso de esta técnica se ha extendido a un gran nimero de microorganismos, la

aplicacion de MALDI - TOF a la identificacion de aislados de Mycobacterium spp. no ha sido
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posible hasta el desarrollo de un método de procesamiento eficaz de los aislados que permitiera la
ruptura de la pared celular y la extraccion de las proteinas ribosomales. Estos dos objetivos se han
conseguido mediante la aplicacion de un paso de ruptura mecénica de las bacterias mediante
agitacion con bolas de cristal y/o sonicado y mejoras en el paso de extraccion proteica (Alcaide et
al., 2018). Los distintos procedimientos de preparacion de muestras estan estandarizados en la
actualidad, lo que permite comparar los resultados de los diversos estudios llevados a cabo en
distintas partes del mundo. Las dos principales plataformas de espectrometria de masas disponibles
en los laboratorios de microbiologia clinica (Bruker Daltonics —Alemania- y bioMérieux —Francia-
) cuentan con bases de datos de referencia muy completas, con un namero muy elevado de especies
de micobacterias de interés clinico. Mediante el empleo de MALDI - TOF se pueden identificar
microorganismos en aproximadamente 2 min, y los resultados obtenidos muestran una alta tasa de

concordancia con la identificacién del gen 16S rRNA.

La evaluacién de ambas plataformas ha demostrado la elevada fiabilidad de las identificaciones de
aislados del género Mycobacterium tanto a partir de medio sélido como de medio liquido (Esteban
& Esteban, 2019). Cabe destacar que, a pesar de la gran complejidad taxonémica del género
Mycobacterium, MALDI-TOF ha demostrado tener una elevada capacidad para discriminar
especies estrechamente relacionadas. Esta técnica tiene capacidad de discriminacion suficiente para
llegar al nivel requerido, incluso en casos en los que se requiere secuenciar mas de una diana

gendmica para lograr el mismo nivel de identificacion (Rodriguez-Sanchez et al., 2015).

En este contexto de creciente incidencia de infecciones por M. abscessus y creciente resistencia a

antibidticos de este microorganismo, se planteo el andlisis de los mecanismos de resistencia de esta
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micobacteria a claritromicina, un macrélido de amplia utilizacién en la clinica para MNT. Se
plante6 la comparacion de métodos de identificacion y analisis de sensibilidad a antibioticos
fenotipicos (MALDI — TOF, microdilucién en caldo Sensititre) con métodos de identificacion y
analisis de resistencia bacteriana basados en RT — PCR que emplean sondas especificas para M.

abscessus y variantes silvestres y mutantes de los genes erm(41) y rrl.

HIPOTESIS
Es posible identificar micobacterias atipicas del complejo M. abscessus y analizar sus mecanismos

de resistencia a Claritromicina sin necesidad de secuenciacion génica, ahorrando tiempo y dinero

OBJETIVOS

General

Caracterizar los mecanismos de resistencia a Claritromicina de M. abscessus aislados vy
conservados en el Centro de Investigacion Microbioldgica (CIM) de Guayaquil en el periodo 2014
— 2019 mediante combinacion de pruebas fenotipicas y genotipicas

Especificos

Comparar un método de identificacion basada en RT — PCR de 16S ADNr empleando sondas
especificas para M. abscessus con el método MALDI — TOF implementado en el CIM

Analizar el mecanismo de resistencia inducible a claritromicina de M. abscessus mediante RT —
PCR

Analizar el mecanismo de resistencia adquirida a claritromicina de M. abscessus mediante RT —

PCR.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIALES Y EQUIPAMIENTOS

Los materiales, equipos y reactivos fueron proporcionados por el Centro de Investigacion

Microbioldgica (CIM) de Guayaquil y la colaboracion de la Universidad de las Américas (UDLA).

Tablas con reactivos, medios de cultivo, etc.

Tabla 1. Listado de reactivos empleados.

Reactivo Formula Casa comercial
Matriz (acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico) C10H/NO3 Bruker

Acido férmico H-COOH (CH.0y). Labsuply
Acetonitrilo CH3CN Labsuplay
Alcohol C;HsOH Labsuplay
Virus DNA/RNA Purification kit Roche

Acido trifluoroacetico CF;COOH Sigma Aldrich

Equipos

Tabla 2 Listado de equipos empleados

Equipo Modelo Marca
Centrifuga 206/BL FANEM
Centrifuga Minicen Orto Alresa
Incubadora DIN 40050- IP 20 Memmert

Cabina de flujo laminar
Frezzer -80°C
Microscopio
Espectrometro  de  masas

(MALDI - TOF)

TOPSAFE 1.2 60220
902 REL # 3

U-SDO

Microflex

EuroClone S p.A

Thermo Electronic Corporation
Olympus Optical Co. LTD.
Bruker Daltonics
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Medios de cultivos

Tabla 3 Composicion de los medios de cultivo empleados

Medio Composicién

Agar Lowestein Hensen Fosfato monopotasico 2,5 g, Sulfato de magnesio
0,24 g, Citrato de magnesio 0,6 g, Asparagina 3,6
g, Harina de papa 30 g, Verde malaquita 0,4 g,
Huevo batido 1 litro.

Agar Sangre de Cordero al 5% Agar base sangre, 5% Sangre de cordero

Caldo CAMHBT Caldo Mueller-Hinton con tampén TES con

cationes ajustados

2.2. METODOS

2.2.1. Reactivacion de los cultivos de micobacterias atipicas
Se analizaron 55 cepas de MNT procedentes del archivo del CIM, identificadas anteriormente

mediante espectrometria de masas MALDI — TOF.

Las 55 muestras fueron tomadas de los ultracongeladores de -80°C donde se encontraban
conservadas y se descongelaron rapidamente colocando los viales en agua a temperatura ambiente,
para evitar el descongelamiento lento de las mismas y de esta forma evitar la disminucion en la
viabilidad de las cepas. Una vez descongeladas fueron sembradas en placas Petri con Agar Sangre
de Cordero al 5% para obtener colonias puras y jovenes y se incubaron de 3 a 5 dias a 37°C. Las
cepas que crecieron puras en las placas Petri fueron empleadas para la identificacion mediante

espectrometria de masas.



CARACTERIZACION DE GENES DE RESISTENCIA EN MICOBACTERIAS
ATIPICAS AISLADAS EN EL CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA
(CIM) EN EL PERIODO 2014 - 2019

2.2.2. ldentificacion fenotipica de micobacterias atipicas por espectrometria de masas
MALDI - TOF

2.2.2.1. Extraccion
Para la identificacion por espectrometria de masas MALDI — TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization — Time of flight) por sus siglas en Ingles, se emplearon dos métodos de
preparacion de las muestras a partir de las colonias de bacterias cultivadas por tres a cinco dias tal

y como se indica en el apartado 2.2.1.

Método 1: una de las colonias crecidas en Agar Sangre Cordero al 5% (Fig. 1) se colocé sobre la
placa metélica del espectrometro de masas (Fig. 2) empleando un palillo de madera estéril y se dejo
secar al aire tras afiadirle 1pl de acido formico al 100%. Tras este paso, se afiadio 1pul de solucion
saturada de la matriz de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico y se dejo secar al aire. Esta solucion
se prepar6 disolviendo 2,5 mg de matriz en una mezcla de acetonitrilo, acido férmico, H2O ultra

pura en proporcion 475:25:500 v/v/v. Tras este paso se procedio a la lectura.

)

Figura 1 Crecimiento de Mycobacterium abscessus en Agar Sangre de Cordero 5%
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Figura 2. Placa metélica sobre la que se coloca la muestra para la desorcion/ionizacion mediante
laser.
Método 2: se procedid segun el Instructivo INST-TEC-N° 015 del Laboratorio del CIM. Partiendo
de las mismas colonias que en el Método 1 se tom¢ suficiente biomasa para lograr, en un volumen
final de 300 pl de H20 (grado HPLC), una concentracion de 10° ufc/mL(Escala McFarland) y las
bacterias se inactivaron por 5 minutos a 90 °C. Después, se afiadieron 900 pl etanol 100% y se
centrifugaron a maxima velocidad en centrifuga FANEM, modelo 206/BL (1174-1562g) 2 min. Se
elimino el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 500 ul H.O grado HPLC. Se volvio a
centrifugar en las mimas condiciones por 2 min, se elimind el sobrenadante y se volvi6 a
resuspender en 50 ul de H2O. Se dejo enfriar la muestra y se afiadieron 1200 pl de alcohol 100%
previamente enfriado a -20°C. Se volvio a centrifugar en las mismas condiciones por 2 min y se
elimino el sobrenadante. Se afiadi6 acetonitrilo 100 % (entre 10 y 50 ul, dependiendo del tamafio

del sedimento) y se mezclé muy bien mediante vortex. Tras esto, se afiadié acido formico 70%
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(mismo volumen que acetonitrilo) y se mezcl6é con vortex. Se volvio a centrifugar durante dos
minutos. Para la identificacion se colocd 1 ul del sobrenadante en la placa metélica del MALDI —
TOF y se dejo secar. Por Gltimo, se afiadié 1 ul de la solucion de matriz saturada y se dejo secar

completamente.

2.2.2.2. Lectura e interpretacion de resultados en MALDI - TOF

Una vez secas las colonias con la matriz, en la placa metélica del MALDI - TOF, se procedio a la
identificacion protedmica de las bacterias. Siguiendo el INST-TEC-N°030 del laboratorio CIM, se
esperd a que se alcanzara el vacio en el equipo, y se procedio a la lectura de los pocillos de la placa
metalica. Cada pocillo recibio 240 disparos de laser, los cuales permitieron elevar las proteinas y
acelerarlas en sistema TOF: segln el tiempo de vuelo de cada proteina se determind su masa
molecular y el espectro obtenido se compar6 con la base de datos (Sofware flexcontrol 3.1). Se

consideraron como identificaciones éptimas todas aquellas con un score mayor de 1.999.

2.2.3. Prueba de susceptibilidad a antibidticos

Todas las cepas identificadas mediante MALDI — TOF fueron procesadas para analizar su
susceptibilidad a antibi6ticos mediante microdilucion en caldo segln técnica Rapmyco, Sensititre®,
Thermo Scientific (Alcaide y Col. 2017). Se empleé el caldo Sensititre® CAMHBT que es el

indicado para micobacterias de crecimiento rapido.

2.2.3.1 Inoculacion e incubacion
El caldo CAMHBT se llevo a temperatura ambiente antes de ser usado. Se tomaron de 5 a 6
colonias de las cepas de M. abscessus crecidas en Agar Sangre Cordero al 5% con un hisopo y se

emulsionaron en agua desmineralizada, se les dio vortex para obtener una suspension homogénea
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teniendo en cuenta la dureza de las colonias, y se ajustd la concentracién a un estandar McFarland
de 0,5 usando el nefeldmetro Sensititre®. A continuacion, 50 pl de la suspension se transfirieron a
un tubo de caldo CAMHBT 5 ml, para obtener un indculo de 5x10° ufc / mL (intervalo de 1x10° a
1x108 ufc/mL) y se mezclaron bien. Después, se transfirieron 100 pL a cada pocillo de la placa
Rapmyco Sensititre®. Para ello se vertié todo el contenido del tubo de caldo CAMHBT con el
inoculo en una cubeta estéril y se procedi6 al pipeteo de los 100 pL en cada pocillo de la placa, el

proceso culmind antes de los 30 minutos.
La placa fue cubierta con el sello adhesivo e incubada a 30 °C durante 3 a 7 dias.

2.2.3.2 Lectura de los resultados de la prueba

Los resultados fueron leidos empleando el visor manual Sensititre® o el Vizion®. El crecimiento
aparecié como turbidez o como un depdsito de células en el fondo de un pozo. La interpretacion se
Ilevé a cabo empleando la Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M24-Ed3E, M62-

Ed1E) del 2018.

2.2.4. Deteccion de Resistencia a Claritromicina mediante prueba PCR y confirmacion

de la identificacion bacteriana

2.2.4.1. Extraccion del ADN
Todas las cepas identificadas como M. abscessus fueron sub - cultivadas en placas de Agar Sangre
Cordero al 5%. Mediante un hisopo de algoddn, se procedio a recolectar tanta cantidad de colonias
de M. abscessus como fue posible para obtener una biomasa que alcanzara una concentracion > 1

x 108 ufc/mL. Se coloco el hisopo de algodon en 500 pL de solucion salina estéril, se dio calor
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(65°C) con agitacion por 5 minutos, se centrifugo a 1000 g por 5 minutos y se eliminé el

sobrenadante.

2.2.4.2. Lisis bacteriana

Se tomo el pellet obtenido de cada cepa y se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 mL, agregando
500 uL de Buffer GLX y 20 pL de Proteinasa K, se agito 1 minuto y se calent6 en bafio maria a

65°C por 15-30 minutos para mejorar la eficiencia de lisis.

2.2.4.3. Purificacion de ADN

Se transfirieron 600 pL del lisado a una columna de spin RC2, (kit de extraccion de Roche) y para
la elucion se procedid segun las instrucciones del fabricante e instructivo técnico del CIM, INST-
TEC-N°038. El producto purificado fue empleado para el ensayo de RT - PCR para la deteccion

de resistencia a Claritromicina.

2.2.4.4. Ensayo PCR en tiempo real

Las sondas y primers empleados se listan en la tabla 4 para la confirmacién de la identificacion de
M. abscessus se emple6 la sonda Absc-chel 16S; para la deteccion de la forma funcional completa
de erm(41) se empled la sonda erm(41) probe 1; para la deteccion del polimorfismo de nucleétido
unico (SNPs) en la posicion 28 de erm(41) se utilizaron las sondas erm(41)T28 y erm(41)C28; y
por ultimo, para el SNP en la posicién 2058 del gen rrl se emplearon las sondas 23S_A2058 y

23S _C2058. Este método se realizo siguiendo lo descrito por (Sharma et al., 2020).
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Tabla 4. Tabla de referencia de primers y sondas empleadas en el estudio.

Objetivo Secuencia
16 S Absc-chel 16S 5’-6FAM-ACC ACA CAC TTC A-MGB-NFQ-3"
F Primer 16S 5 -ATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTA-3

R Primer 16S 5"-CCACACCGCAAAAGCTTT-3
Full length erm(41) erm(41) probel 5 -6FAM-TGC TAG CCG TCG AGC TGC ATC C-QSY-3

F Primer TR 5 -TCAGGGGAGTTCGTTGTGGAT-3
R Primer TR 5 -TCTTCCTCGGCAAACCGT-3

erm(41) erm(41)T28 5-HEX-CCA + G + T + G GGG C-IABKFQ-3°
erm(41)C28 5-6FAM-CCA + G + C + G GGG C-IABKFQ-3'
F PrimerE28 5'-GAGCATGGGCATATTCATGATGG-3
R PrimerE28 5"-TGAGCGAACACCGGATTCG-3’

rrl 23S_A2058 5"-6FAM-CGGCAGGACGAAAAGACCC-BHQ1-3’
23S_C2058 5"-6FAM-CGGCAGGACGACAAGACCC-BHQI-3’

F PrimerR2058 5 -GCGAAATTGCACTACGAGTAAAG-3’
R PrimerR2058 5-CCTATCCTACACAAACCGAACC-3

MGB minor groover binder, HEX hexachlorofluorescein, 6FAM 6-carboxyfluorescein, IABKFQ lowa

black fluorescent quencher, BHQ1 Black hole quencher, NFQ Non-fluorescent quencher, +, LNA bases.
Fuente: Sharma et.al., 2020.

Las sondas y primers de Integrated DNA technologies (IDT) liofilizados se disolvieron a una

concentracion de 100 uM con agua destilada ultrapura. A partir de aqui se prepararon 4 diluciones

de trabajo (WS) para cada pareja de primers y su sonda o sondas respectivas (Tabla 4) a una

concentracion de 2,5 uM para las sondas y 10 uM para los primers.

Las reacciones se realizaron en volumen final de 25uL. con 12.5 uL de master mix (ECUGEN 001,
UDLA, Quito, Ecuador) y una concentracion de las sondas de 250 nM y de primers de 1uM

respectivamente.
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Cada muestra fue corrida por duplicado. Fueron empleados controles positivos y negativos durante
el proceso (Control positivo cepas 4 y 20 de M. abscessus de resistencia conocida a la
Claritromicina, control negativo agua ultrapura). El proceso de Real time PCR fue realizado usando
Tianlong Gentier 48 system, las condiciones del termociclador incluyeron una desnaturalizacién a

95° C x 3min, 40 ciclos de 95°C por 30s, 60°C por 30s y 72°C por 30s.

3. RESULTADOS

3.1. Identificacion de micobacterias atipicas

El objetivo del presente estudio fue identificar y analizar los mecanismos de resistencia a
macrolidos, especificamente a Claritromicina, en micobacterias atipicas de la especie
Mycobacterium abscessus. Para ello, se partio de 55 cepas previamente identificadas como
micobacterias atipicas, aisladas y criopreservadas en el cepario del Laboratorio Clinico del CIM
(Guayaquil, Ecuador). El primer paso, tras la reactivacion, consistio en la identificacion de las
bacterias. Para ello, se empled el analisis protedmico mediante MALDI — TOF, tal y como se
explica en materiales y métodos. Esta técnica presenta varias ventajas en relacion a las técnicas

moleculares basadas en el analisis de secuencias de ADN, como son la rapidez y el bajo coste.

De las 55 cepas analizadas, 30 cepas fueron positivamente identificadas como M. abscessus, con
scores por encima de 1.9 que, segun la plataforma del equipo MALDI - TOF permiten una
identificacion confiable a nivel de género y especie. La tabla 5 muestra las identificaciones de las

cepas Y los scores obtenidos y la figura 3 un proteinograma representativo correspondiente a M.
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abscessus. Las 25 micobacterias restantes correspondieron a: M. fortuitum (12), M. marinum (2),

M. chelonae (3), M. asiaticum (4) y M. senegalense (4).

Tabla 5. Identificacion protedmica mediante MALDI - TOF de micobacterias atipicas criopreservadas en el

CIM
Especie bacteriana N° de cepas identificadas Score
Mycobacterium abscessus 30 1,999 a 2,304
Mycobacterium fortuitum 12 1,999 a 2,315
Mycobacterium marinum 2 1,978 22,123
Mycobacterium chelonae 3 1,999 a 2,032
Mycobacterium asiaticum 4 1,987 a2,234
Mycobacterium senegalense 4 1,934a2,124
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Figura 3. Proteinograma representativo correspondiente a M. abscessus, obtenido en la corrida de las cepas

en el MALDI-TOF.
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Ademas de la identificacion fenotipica basada en el proteoma bacteriano, se realizd una
confirmacion de la identificacion mediante RT — PCR del gen 16S ARNr, empleando sondas
internas especificas para M. abscessus, tal y como describen Sharma y colaboradores (Sharma et
al., 2020). La concordancia entre la identificacién fenotipica basada en el proteoma y la
identificacion genotipica basada en 16 S fue del 100% tal y como se muestra en la tabla 6. Para
los otros grupos de micobacterias atipicas identificadas por MALDI — TOF, la identificacién por

método RT-PCR resulto negativa en las 5 cepas analizadas.

Tabla 6. Concordancia entre la identificacién fenotipica basada en el proteoma y la identificacion genotipica
basada en 16 S.

L. . Identificaciéon como M.
Especie identificada dentificacion como

Cepas analizadas abscessus por RT —
or MALDI - TOF
P PCR 16 S ADNr
M. abscessus 30 100 % Positivo
MNT distintas de M. 5 100% Negativo

abscessus

3.2. Sensibilidad a antibiéticos de M. abscessus

Una vez confirmada la identificacion de nuestras bacterias como M. abscessus, se procedio
al analisis de susceptibilidad a antibioticos mediante el sistema Sensititre de microdilucion en
caldo. La tabla 7 muestra los resultados de susceptibilidad a varios antimicrobianos de las 30 cepas
de M. abscessus analizadas. Los resultados obtenidos muestran que el 100% de las M. abscessus
son sensibles a la Amikacina y se evidencia una alta resistencia a la Doxiciclina y al Imipenem, (el

93,33% de las cepas). En cuanto a la Claritromicina nuestras M. abscessus presentaron un 33,3%
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de resistencia. Para el resto de antibidticos analizados, las cepas presentan un 50 — 60% de

resistencia. Esto corresponde a bacterias multidrogorresistentes (MDR).

Tabla 7. Resultados de sensibilidad de las cepas de M. abscessus mediante Sensititre (7 dias)

CEPA AK cip CLA DOX iMI LNz MOX STX TG TOB
1 S R S R R R R R R R
2 S R S R R R R R R R
3 S R S R R R R R R R
4 S R R R R R R R S R
5 S S S R R S S S S S
6 S R R R R R R R S R
7 S S R R R R R S S R
8 S S R S S S S S S R
9 S R S R R R R R S R

10 S S S R S S S S S S
11 S R S R R S R S S S
12 S R S R R S R S S S
13 S S S R R S S S S S
14 S S S S R S S R S S
15 S R S R R S R R S R
16 S R S R R R R R S R
17 S S S R R S S S S S
18 S R S R R S R S S R
19 S S S R R S S S S R
20 S R S R R R R R S R
21 S R S R R S R S S R
22 S S S R R S S S S S
23 S S S R R S S S S R
24 S R R R R R R R S R
25 S R R R R R R R S R
26 S R R R R R R R R R
27 S R R R R R R R S R
28 S R R R R R R R R R
29 S R S R R S R S S S
30 S R R R R R R R S R

AK: Amikacina, CIP: Ciprofloxacina, CLA: Claritromicina (negrita), DOX: Doxiciclina, IMI: Imipenem, LNZ: Linezolida, MOX:
Moxifloxacina, STX: Trimetropin/Sulfametoxazol, TG: Tigeciclina, TOB: Tobramicina
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Como el objetivo del presente trabajo fue analizar los mecanismos de resistencia a Claritromicina,
se muestra otra tabla (Tabla 8) donde se indican los resultados Gnicamente para este antibiotico:
las cepas con valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) superiores a los puntos de corte
establecidos por la CLSI a los tres dias (> 8) se consideraron como constitutivamente resistentes y

aquellas con valores por debajo de los mismos como sensibles (< 2).

Tal y como puede observarse, 10 de las 30 cepas, presentaron resistencia a Claritromicina,
de las cuales, las cepas 27, 28 y 30 tal vez podrian considerarse como de resistencia inducible
puesto que se produce un marcado aumento de MIC desde 2 (dia 3) hasta 8 (dia 7). Sin embargo,
la CLSI establece que para considerar una MNT como de resistencia inducible, debe ser sensible

en los primeros 7 dias y alcanzar un valor de MIC > 16. Sin embargo, no tenemos el dato a 14 dias.
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Tabla 8. Resultados de sensibilidad de las cepas de M. abscessus mediante Sensititre (7 dias)

Concentraciéon minima

CEPA inhibito,ria (CIM)
DIA3 DIA7

1 0,12 0,25
2 0,12 0,25
3 0,25 0,5
4 8 16
5 0,06 0,12
6 8 16
7 16 16
8 16 16
9 0,06 0,12
10 0,06 0,12
11 0,06 0,12
12 0,12 0,25
13 0,06 0,12
14 0,06 0,12
15 0,12 0,25
16 0,12 0,5
17 0,06 0,12
18 0,06 0,12
19 0,06 0,06
20 0,25 0,5
21 0,06 0,06
22 0,06 0,12
23 0,06 0,12
24 8 16
25 16 16
26 8 16
27 2 8
28 2 8
29 0.12 0.25
30 2 8

*Valores de referencia de MIC para Claritromicina en M. abscessus puntos de corte segin CLSI: Sensible <2, Intermedio 4,

Resistente >8. Las cepas resistentes se indican en negrita.
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3.3. Analisis de genes de resistencia a Claritromicina en M. abscessus

Tras el analisis fenotipico de sensibilidad a antibi6ticos, quisimos analizar los mecanismos
subyacentes a la resistencia a Claritromicina observada (Tabla 8). Para ello, analizamos la
presencia o ausencia de dos genes relacionados con dos tipos de resistencia empleando una RT —

PCR con sondas internas especificas de cada una de las variantes genéticas (Sharma et al., 2020).

El gen erm(41) (erythromycin ribosomal methyl transferase 41) es responsable de la resistencia
inducible (IR) a Claritromicina, por lo que la presencia de este gen completo, funcional, deberia
observarse en micobacterias con este tipo de resistencia. Ademas, se analizo la presencia de una
forma truncada de este gen y de una mutacién puntual (SNP, single mucleotide polimorphism),
T28C, ambas asociadas a la pérdida de IR. La resistencia constitutiva, en cambio, es
responsabilidad de un SNP (A2058C) en el gen rrl (23S peptidil transferasa de la subunidad grande

de 23S).

En la tabla 9 se muestran los resultados de RT — PCR junto al perfil de resistencia a Claritromicina,

para la comparacion de los resultados genotipicos y fenotipicos.
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Tabla 9. Resistencia a Claritromicina detectada mediante microdilucion (método sensititre) y método PCR.

erm(41)

. N° Sen§ibilid_aq a longitud Variante erm(41) Variante rrl
Cepa claritromicina completa erm(41) T28C truncada A2058C

1 S + T -

2 S + T - C
3 S + T - A
4 R + T - C
5 S + T - C
6 R + T - C
7 R + T - A
8 R + T - C
9 S + T - C
10 S + T - A
11 S + T - A
12 S + T - A
13 S + T - A
14 S + T - A
15 S + T - A
16 S + T - A
17 S + T - A
18 S + C - A
19 S + T - A
20 S + T - A
21 S + T - A
22 S + C - A
23 S + T - A
24 R + T - C
25 R + T - C
26 R + T - C
27 IR* + T - C
28 IR* + T - C
29 S + T - A
30 IR* + T - C

S: sensible; R: Resistente; IR: resistencia inducible. El asterisco indica que ese dato debe tomarse con cautela debido
a que no se tienen datos de MIC a 14 dias. Columna 4: T, variante funcional; C, variante no funcional. Columna 6: A,
variante funcional; C variante no funcional.
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Tal y como se muestra en la tabla 9, todas las cepas presentaron la version de longitud completa,
del gen erm(41), lo que haria a estas bacterias, en principio, poseedoras de resistencia inducible a
Claritromicina. Sin embargo, solo las cepas 27, 28, y 30 parecen presentar este tipo de resistencia.
Las cepas constitutivamente resistentes (4, 6, 7, 8, 24, 25 y 26) podrian presentar este mecanismo

de IR, pero apantallado por la presencia de resistencia constitutiva.

Por otro lado, dos de las cepas, presentaron el SNP T28C (cepas 22 y 18) del gen erm(41) y
consecuentemente, sensibilidad a Claritromicina. Por ultimo, ninguna de las cepas presento la

version truncada de erm(41).

En relacion al gen rrl, 12 de las 30 cepas (40%) presentaron la mutacion asociada a resistencia
constitutiva, A2058C, de las cuales la mitad presentaron este tipo de resistencia. Entre las 6
restantes, estan también las cepas 27, 28 y 30 que como mencionamos anteriormente podrian

presentar resistencia inducible.

Existen inconsistencias, en nuestros datos, entre los resultados de sensibilidad mediante
Sensititre y los resultados de analisis de los genes de resistencia por RT — PCR. En primer lugar,
esperariamos mucha mayor frecuencia de la resistencia inducible, puesto que todas las cepas
poseen la version de longitud completa de erm(41) y, sin embargo, solo las mencionadas 3 parecen
presentar esta resistencia (27, 28 y 30). Por otro lado, las cepas 2 y 5 que poseen la mutacién en rrl
A2058C, no presentan resistencia constitutiva, sino que son sensibles. Ademas, la cepa 7 presenta

resistencia constitutiva pero no posee la mutacion A2058C.
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4. DISCUSION

Mycobacterium abscessus se ha convertido en una de las principales causas de enfermedades
respiratorias y de infecciones de los tejidos blandos y tiene una resistencia natural a muchos
antibioticos in vitro, lo que complica el tratamiento clinico y conduce a resultados insatisfactorios.
Los macrdlidos, como la Claritromicina y la Azitromicina, son considerados como la base del
régimen terapéutico para las infecciones complejas por M. abscessus. Sin embargo, la resistencia

a la Claritromicina estd aumentando dramaticamente en esta MNT.

El espectro de infecciones causadas por MCR(micobacterias de crecimiento rapido) es
enormemente amplio e incluye numerosos sindromes clinicos (Elliott et al., 2017). Sin embargo,
entre ellos hay tres grupos especialmente relevantes: las infecciones respiratorias, las infecciones
de piel y partes blandas, y las infecciones asociadas a biomateriales. Cada una de ellas plantea
problemas terapéuticos especificos (Esteban & Navas, 2018). En el caso de las infecciones de piel
y partes blandas (Esteban et al., 2010), muchas de ellas se asocian con procedimientos cosméticos
tales como mesoterapia, depilacion o tatuajes, dando lugar a cuadros crénicos que, si bien no suelen
suponer un riesgo vital para el paciente, si producen complicaciones estéticas de importancia
incluso tras la curacién de los cuadros clinicos. En nuestro caso, el 100 % de las cepas de
Mycobacterium abscessus estudiadas proceden de aislados de infecciones en piel y partes blandas,

28 de ellas aislados en la ciudad de Guayaquil y 2 en la Ciudad de Machala.

Las infecciones producidas por MNT han sido bastante ignoradas y hasta hace algunos afios
no se les daba mucho seguimiento. Sin embargo, las infecciones recurrentes en pacientes con
cirugias reconstructivas y cirugias plasticas, han llamado la atencion del sector investigativo y
médico, lo que ha permitido que los ministerios y los sectores de vigilancia epidemioldgica presten

mas atencion a este tipo de infecciones. En los ultimos afios, el desarrollo de la tecnologia
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molecular y los avances implementados en estas técnicas han permitido que se logre una mejora
en la identificacion de diferentes especies de MNT que han venido generando complicaciones en
la salud, y a su vez ha permitido la descripcion de nuevas especies. Sin embargo, estas técnicas no
estan disponibles en todos los laboratorios debido a su alto costo, la complejidad de su empleoy la
necesidad de contar con personal capacitado en su implementacién y desarrollo. EI MALDI-TOF
puede proporcionar a los laboratorios una técnica avanzada, rapida y segura para la identificacion
de micobacterias, sin dejar de lado la efectividad de la identificacién por métodos moleculares,

pero que al ser mas costosos requieren otro tipo de implementacion en los laboratorios.

La resistencia a Claritromicina detectada en la ultima década en las MNT ha sido un
problema en la salud que mantiene en alerta a la comunidad médica. La demora en la deteccion de
esta resistencia por métodos convencionales como la microdilucion (sensititre) y la no efectividad
observada en los tratamientos, ha hecho necesaria la blisqueda de técnicas que permitan la
deteccidn de esta resistencia en un menor tiempo y con una mayor eficiencia y efectividad. En ese
sentido, se han desarrollado pruebas de deteccion de mecanismos especificos basados en RT — PCR
empleando sondas especificas para cada variante génica. Los estudios realizados por Sharma y
colaboradores en el afio 2020 demostraron la efectividad de estos métodos para la deteccion rapida

de algunos mecanismos de resistencia a Claritromicina.

En nuestro trabajo se empled RT - PCR para analizar los mecanismos de resistencia a
Claritromicina en 30 aislados de M. abscessus siguiendo la metodologia propuesta por Sharma y
colaboradores en 2020. Ademas, se empled una sonda para detectar el gen 16S de M. abscessus y

confirmar la identificacion realizada mediante MALDI — TOF, obteniendo un 100% de
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concordancia. Esto es importante, porque los métodos estandar de identificacion bacteriana suelen
implicar una larga bateria de pruebas bioguimicas mediante métodos automatizados como las
tarjetas Vitek® que tienen un elevado costo por identificacion. Ademas, actualmente, estos sistemas
automatizados no cuentan con pruebas especificas para micobacterias, incluyendo M. tuberculosis
y M. leprae. En ausencia de un equipo de MALDI — TOF, cuyo poder diagnostico para este grupo
de bacterias ya ha sido demostrado (Mediavilla-Gradolph et al., 2015), solo quedaria la
secuenciacion de genes conservados (16S, hsp65, etc.) como Unica alternativa. En ese sentido, el
desarrollo de pruebas rapidas de RT — PCR, constituye una aproximacion prometedora. Es facil de
realizar, y solo requiere de un aparato de RT — PCR que incluso los laboratorios de investigacion

suelen tener.

Ademas de la comparacion entre métodos de identificacion, nuestros objetivos especificos
incluian el andlisis de dos mecanismos de resistencia a Claritromicina, inducible y constitutivo.
Para ello, se empled de nuevo la RT — PCR en este caso con sondas especificas para variantes
silvestres y mutantes de erm(41), responsable de la IR, y rrl, responsable de la resistencia

constitutiva.

En relacion al primer mecanismo, se procedié a detectar la presencia de erm(41) de longitud
completa, funcional, y una version truncada no funcional del mismo que provoca pérdida de IR.
Ademas, también se detecto el principal SNP responsable de la pérdida de IR (T28C). Nos llamo
particularmente la atencion, que todas las cepas analizadas mostraron la version completa de
erm(41). Sin embargo, solo en tres de las cepas observamos IR. Esto debe ser tomado con

precaucion debido a que no tenemos la determinacion de MIC a 14 dias para la mayoria de las



CARACTERIZACION DE GENES DE RESISTENCIA EN MICOBACTERIAS
ATIPICAS AISLADAS EN EL CENTRO DE INVESTIGACION MICROBIOLOGICA
(CIM) EN EL PERIODO 2014 - 2019

cepas y la CLSI indica que para considerar una bacteria como IR para Claritromicina debe
incubarse por mas de 14 dias. Ademas, estas cepas mostraron también la mutacion responsable de
resistencia constitutiva, lo que hace ain mas confuso el resultado de sensibilidad antibidtica. Sin
embargo, el aumento de MIC desde el dia 3 al dia 7 que observamos en las cepas 27, 28 y 30 es
muy notable, y teniendo el gen funcional de erm(41), decidimos catalogarlos como IR. Tampoco
cabe descartar que algunas de las cepas que mostraron sensibilidad constitutiva pudiera tener IR
también y que ésta fuera enmascarada en los ensayos de sensibilidad. Por otro lado, la no deteccién
de la version truncada de erm(41) en ningun aislado de M. abscessus concuerda con la bibliografia
que nos indica que esta mutacion es mas propia de M. massiliense. Por Gltimo, las cepas 18 y 22

mostraron el SNP T28C y la consecuente pérdida de IR.

En cuanto a la resistencia constitutiva, dependiente de mutaciones en rrl, 12 de las 30 cepas
mostraron el SNP A2058C, pero solo 7 de estas mostraron una clara resistencia constitutiva, ya
que otras 3 cepas con este SNP (27, 28 y 30) fueron catalogadas como IR. Ademas, una de esas 7
cepas (cepa 7), no contenia la mutacion y probablemente presentaba otro mecanismo de resistencia
a Claritromicina. Esto nos deja con 3 cepas (2, 5 y 9) que no deberian ser sensibles por presentar

el SNP A2058C.

Nuestros resultados, por tanto, muestran algunas inconsistencias entre las pruebas fenotipicas de
sensibilidad, y las pruebas genotipicas de resistencia a Claritromicina. En primer lugar, el
mecanismo de IR, deberia estar presente en muchas méas cepas ya que la presencia de erm(41)
funcional fue ubicua mientras que las mutaciones que provocarian pérdida de IR solo se encuentran

en 2 cepas (18 y 22). Para la explicacion de estos resultados, se requeriria secuenciacion de erm(41)
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para detectar otras posibles mutaciones. En segundo lugar, existen tres bacterias que presentan el
SNP A2058C en rrl y que por tanto deberian ser resistentes, pero no lo son. Esto puede deberse a
errores en la prueba de sensibilidad o en la interpretacion de los resultados de la misma. Cabe
destacar, que de las 10 cepas que presentan resistencia a claritromicina, 9 presentaron el SNP

A2058C.

En definitiva, estas pruebas de RT — PCR, aunque presentan algunas limitaciones y falta de
concordancia con las pruebas fenotipicas, son un método rapido y facil para analizar mecanismos
de resistencia a Claritromicina que puede ser implementado en la clinica para la toma de decisiones

terapeuticas.
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CONCLUSIONES

No es necesaria la secuenciacion de genes conservados, ni una amplia bateria de pruebas
bioguimicas para la identificacién de M. abscessus. Tanto el MALDI — TOF como la RT — PCR

con sonda especifica para 16S fueron una alternativa rapida y econdmica.

Las pruebas para la deteccidn de resistencia constitutiva a Claritromicina son una alternativa mucho
mas rapida que las pruebas fenotipicas de sensibilidad y deberian implementarse con el objetivo de

ganar tiempo en el diagnostico y acelerar el tratamiento adecuado.

Las pruebas para la deteccidn de resistencia inducible no son muy confiables ya que no concuerdan
demasiado con técnicas fenotipicas de sensibilidad que estan bien asentadas en la practica clinica.
Para erm(41) no deberia descartarse la implementacion de otras pruebas basadas en RT — PCR o

incluso la secuenciacion.

RECOMENDACIONES

Deberia implementarse el MALDI — TOF como método de diagndstico para MNTS, ya que es méas
rapido y barato que sus alternativas basadas en baterias bioquimicas, secuenciacion e incluso RT —

PCR.

Se recomienda realizar la secuenciacion erm(41) en las 30 cepas de M. abscessus empleadas en
este estudio para confirmar la resistencia inducible a Claritromicina y analizar sus mecanismos

asociados.
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