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Identification of Mycobacterium avium-
intracellulare complex by PCR of AIDS and
disseminated mycobacteriosis

Objective: The aim of this study is to differentially identify MAC by PCR
in patients with AIDS and disseminated mycobacteriosis.

Methods: A cross sectional study was conducted in Mexico to identify
MAC by Molecular Biology. Two sets of primers were synthesized: MAV
and MIN, for M. avium and M. intracellulare, respectively. Whole-cell
DNAs obtained from 29 clinical isolates and clinical serum specimens
from other 24 patients with AIDS and disseminated mycobacterial infec-
tion were extracted and amplified by PCR with the MAV and MIN prim-
ers. The MAV and MIN primers each amplified one highly specific 1.3-kb
segment of the homologous DNA, respectively.

Results: Twenty-nine DNAs from MAC clinical isolates identified by
Gen-Probe AccuProbes were amplified with the MAV primers. Of the 24
clinical samples, 3 were positive for M. avium and 6 for M. tuberculosis.
Conclusions: Our results demonstrated that PCR technique could be
applied for the differentiation of M. avium and M. intracellulare by spe-
cific 16S rRNA primers. In patients with advanced stage AIDS and in
whom disseminated mycobacteriosis is suspected, the presence of ane-
mia (even with negative cultures), elevated alkaline phosphatase and a
median CD4 count of 15.9/mL, the diagnosis of infection by MAC should
be strongly considered; we suggest that in accordance with our findings,
a more precise stratification of patients in terms of their CD4 T cell counts
is warranted.
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Reaccién en cadena de la polimerasa

a epidemiologia de la infeccion por micobac-

terias no tuberculosis (NTM), a diferencia de

la tuberculosis (TB) es, en general, dificil de
describir y precisar por diversas razones, la primera y
mas importante es que no se reportan de manera oficial
en Estados Unidos ni en otros paises, como México;!
la segunda es porque su identificacion y aislamiento
genera confusion. La falta de consenso sobre la defi-
nicioén de un sindrome clinico causado por NTM, ha
dado pauta a una gran heterogeneidad de reportes y
series de casos de esta condicion. Los resultados han
sido inciertos sobre la verdadera epidemiologia de la
enfermedad. Recientemente la American Thoracic
Society (ATS) reporto que en las ciudades industriali-
zadas, las NTM se encuentran presentes en un nimero
de 1 a 1.8 por cada 100 000 habitantes, y en los labo-
ratorios de microbiologia su aislamiento se ha vuelto
més frecuente que el de M. tuberculosis.

El complejo MAC (Mycobacterium avium-intrace-
llulare) es la NTM mas comUnmente aislada a partir
de esputo y muestras pulmonares.®> El MAC causa for-
mas diseminadas en 25 a 50 % de los pacientes adultos
infectados por VIH que no han recibido tratamiento
antirretroviral (ARV).* Es frecuente que los pacientes
con recuento bajo de células 7' CD4 que inician ARV
tengan una infeccion oportunista (IO). En Estados
Unidos, las 1O tipicas que surgen en este contexto
incluyen enfermedad diseminada por MAC, TB, reti-
nitis por citomegalovirus, neumonia por Pneumocystis
y sarcoma de Kaposi.®

Antes de la epidemia del SIDA, se habian notifi-
cado unicamente 78 casos de micobacteriosis disemi-
nada en la literatura; E1 MAC ahora se ha convertido
en una infeccion oportunista frecuente en estos pacien-
tes. El cuadro clinico de la diseminacion sistémica de
MAC se defini6 hasta la llegada de SIDA.%7 M. avium
es el agente etiologico en mas del 95 % de los pacien-
tes con SIDA que adquieren enfermedad diseminada
por MAC.®

El grupo de micobacterias conocido como MAC
pertenece a las NTM o ambientales. El pH 6ptimo de
desarrollo en el laboratorio oscila entre 5 y 5.5. Este
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Introduccion: el objetivo de este articulo es Identificar
y diferenciar el complejo MAC por PCR en pacientes
con SIDA y micobacteriosis diseminada.

Métodos: se llevé a cabo un estudio transversal para
identificar MAC por biologia molecular. Se sintetiza-
ron dos conjuntos de iniciadores: MAV y MIN, para
M. avium y M. intracellulare, respectivamente. EI ADN
total de células obtenidas de 29 aislados clinicos y
muestras de suero de otros 24 pacientes con SIDA
e infeccion micobacteriana diseminada fue extraido y
se amplificé por PCR con los iniciadores MAV y MIN.
Cada uno de los iniciadores MAV y MIN amplificé un
segmento altamente especifico de 1.3 kb del ADN
homologo, respectivamente.

Resultados: veintinueve ADN de los aislados clinicos
de MAC identificadas por Gen-Probe AccuProbes se

amplificaron con los iniciadores MAV (M. avium). De
las 24 muestras clinicas, 3 fueron positivas para M.
avium'y 6 para M. tuberculosis.

Conclusiones: nuestros resultados demostraron que
la técnica de PCR se puede aplicar para la diferen-
ciacion de M. avium y M. intracellulare por iniciadores
especificos 16S rRNA. En pacientes con estadio avan-
zado de SIDA y en quienes se sospecha micobacterio-
sis diseminada, la presencia de anemia (incluso con
cultivos negativos) fosfatasa alcalina elevada y una
mediana de CD4 de 15.9/ml, se debe considerar seria-
mente el diagnostico de infeccion por MAC; sugerimos
que, de acuerdo con nuestros resultados, se justifica
una estratificacion mas precisa de los pacientes en tér-
minos de sus recuentos de células T CD4.

Resumen

complejo incluye M. avium ssp. avium, M. avium ssp.
paratuberculosis, M. avium ssp. silvaticum y Myco-
bacterium intracellulare.’

El principal factor de riesgo para la infeccion por
MAC en los pacientes con SIDA es la alteracion de la
inmunidad celular medida por los niveles de los linfo-
citos T CD4. La infeccion por MAC ocurre raramente
en pacientes con cuentas de linfocitos T CD4 mayores
a 100 células/mL.” La infeccién por MAC se manifiesta
como una enfermedad diseminada en los pacientes con
estadios avanzados de infeccion por HIV que presentan
un recuento de linfocitos 7 CD4 inferior a 50 células/
mL.>!! Los signos y sintomas clinicos asociados con
la infeccion diseminada por MAC son: fiebre, sudora-
cion nocturna, pérdida de peso de mas del 10 % del
peso habitual, debilidad progresiva, malestar general,
diarrea cronica, dolor abdominal, anemia e incremento
en el deterioro de su condicién clinica en general.!>!3
Los hallazgos a la exploracion fisica son linfadenopatia
intraabdominal o hepatoesplenomegalia. La elevacion
persistente de la fosfatasa alcalina hepatica es muy fre-
cuente y se ha considerado como un indicador sensible
para la infeccion diseminada por MAC.!4

El defecto inmunolégico subyacente relacionado
con la diseminacion, es una lisis alterada de los bacilos
fagocitados por macrofagos y respuestas defectuosas
en la produccién de citocinas: factor de necrosis tumo-
ral (TNF), interferon gamma (IFNg) e interleucina 12
(IL-12). Durante la infeccion por MAC se encuentran
elevados los niveles de IL-1alfa, IL-6, IL-10, TNF,
receptor soluble tipo II del TNF (sTNFR-II) y el fac-
tor transformador de crecimiento beta (TGF-beta).!4

En los pacientes con infecciones diseminadas por
MAC es posible aislar la bacteria mediante cultivo
de liquidos y tejidos. En sangre suele recuperarse la
micobacteria hasta en el 94 % de los casos.!! Com-
parada con el diagnostico convencional, la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) permite la identi-
ficacion rapida y especifica de las micobacterias, con
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un limite inferior de deteccion que varia de 1 a 100
bacilos por mililitro de muestra. '3

El presente estudio describe un ensayo de PCR
que implica el uso de dos pares de iniciadores que se
alinean a diferentes fragmentos gendémicos del MAC.
El sistema nos ha permitido discriminar entre M.
avium 'y M. intracellulare, proporcionando un diag-
nostico exacto, ya que en nuestro pais carecemos de la
diferenciacion de especies.

Métodos

Iniciamos el estudio con aprobacion previa del Comité
local de investigacion del Hospital de Infectologia de
la Ciudad de México, asi como el consentimiento
informado por escrito de todos los pacientes.

Cepas bacterianas

Se recolectaron 29 cepas identificadas como MAC
mediante hibridacion con Gen-Probe AccuProbes, de
pacientes hospitalizados con SIDA y sospecha clinica
de micobacteriosis diseminada con una cuenta de lin-
focitos 7CD4 igual o menor a 70 cel/mL. Los aislados
clinicos de referencia se proporcionaron por el Labo-
ratorio de Microbiologia Clinica del Instituto Nacio-
nal de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(Ciudad de México, México).

Procesamiento de muestras clinicas

Se tomaron 24 muestras adicionales de otros pacien-
tes, y se analizaron. Las muestras se digirieron y des-
contaminaron por el método de Petroff modificado y
se concentraron por centrifugaciéon a 3000 g por 15
minutos. Después de la neutralizacién, las muestras
se dividieron para tinciéon de Zhiehl-Nielssen y cul-
tivo en medio selectivo (Lowenstein-Jensen y botellas
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BACTEC 12B). A cada paciente se le tomo ademas
muestra de sangre para la determinacion de biometria
hematica, quimica sanguinea, carga viral, linfocitos
T CD4 y obtencion de suero, asi como aspirado de
médula dsea para la extraccion del ADN y amplifica-
cion por PCR.

Extraccion de ADN

El ADN se aislo utilizando el reactivo de TRIzol con tio-
cianato de guanidina y fenol, usando 500 puL de acuerdo
con el procedimiento descrito por Chomczynski.'® El
ADN se resuspendio en 50 uL de agua destilada des-
pués de su precipitacion con etanol al 75 %. Esta solu-
cion se calent6 a 55 °C por 20 minutos, su absorbancia
se determind a 260/280 nm, y se tomaron 5 pL para la
amplificacién de ADN por PCR. El ADN obtenido se
almaceno a -20 °C para PCR.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se usaron secuencias publicadas de ADN que codifi-
can para la region 16S rRNAs de M. avium, M. intra-
cellulare. Estos dos iniciadores se evaluaron para su
especificidad usando 14 cepas de referencia via ampli-
ficacion por PCR y electroforesis. Posteriormente los
iniciadores se evaluaron con 10 cepas previamente
identificadas de M.avium y M. intracellulare."”

El andlisis del ADN por computadora mostrd un
alto grado de homologia con las 14 cepas de referen-
cia. Se identificaron M. avium y M. Intracellulare, con

: 2 3

1300 bp —P

1300 bp =

respecto a otras especies entre el 93.7 al 99.7 %. El
juego de iniciadores MAV, especificos para M. avium
(sense, 5’-CCT CAA GAC GCA TGT CTT CT-3°
[positions141 to 160 bp]; antisense, 5’-ACA GCT
CCCTCC CAA AAG GG-3’ [positions 1,400 to 1,419
bp]), y los iniciadores MIN, especificos para M. intra-
cellulare (sense, 5’-CCT TTA GGC GCA TGT CTT
TA-3’ [positions 130 to 149 bp]; antisense, 5’-GCA
CAG CTC CCT CCC AAG GG-3’ [positions 1,389
to 1,408 bp]) se designaron como correspondientes a
las dos regiones de las secuencias del 16S rRNA que
contienen el nimero mayor de bases no coincidentes.
La posicion del nucleétido 1 en la numeracion antes
mencionada se refiere a Escherichia coli 16S rRNA,
en la poscién 161.17-1°

Todas las reacciones se llevaron a un volumen final
de 50 uL conteniendo 100 ng de ADN purificado de
la cepa de referencia asi como de cada muestra clinica,
el bufer de reaccion 1X, 2.5 U de Taq polimerasa, 0.2
mM de cada desoxinucledsido trifosfatado, y 20 pM
de cada iniciador. La reaccion se llevd a cabo en un
termociclador (Biometra). En cada corrida se incluye-
ron controles. Los ciclos incluyeron desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 1 minuto, alineamiento a 55 °C
por 2 minutos y extension a 72 °C por 6 minutos. Se
agreg6 un periodo de extension a 72 °C por 15 minutos
después de 40 ciclos. Se incluyeron controles negati-
vos sin ADN, asi como controles positivos. Después
de la amplificacion, se analizo 1/10 de la mezcla de
reaccion de PCR por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5 % con 0.5 mg/mL de bromuro de etidio.

—— 1300 bp

—» 1300bp

Figura1 Electroforesis de PCR diferenciando M. avium de M. intracellulare. A) Amplificacion con iniciadores MAV1/
MAV2. Carril 1, marcador (Promega) de 100 bp; carril 2, ADN (control positivo) de M. avium; carril 3, ADN de M. intra-
cellulare; carriles 4 y 5, ADN de cepas desconocidas; carril 6, agua (control negativo). B) Amplificaciéon con iniciadores
MIN1/MIN2. Carril 1, marcador (Promega) de 100 bp marker; carril 2, ADN de M. intracellulare (control positivo); carril
3, ADN de M. avium; carriles 4 y 5, ADN de cepa desconocida; carril 6, agua (control negativo)
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Analisis estadistico

Los resultados se capturaron en el paquete Excel y se
analizaron mediante estadistica descriptiva (frecuen-
cias absolutas y frecuencias relativas), medidas de
tendencia central (promedio) asi como de dispersion
(desviacion estandar). Asimismo, se utiliz6 ¢ de Stu-
dent para muestras no pareadas.

Resultados

De las 29 cepas de MAC aisladas de pacientes e iden-
tificadas por Gen-Probe AccuProbes, el 100 % corres-
pondi6 a M. avium confirmado por PCR. Después de
la estandarizacion del ensayo de PCR con las cepas de
M. avium y de M. intracellulare, quisimos evaluar su
utilidad en la identificacion directa de muestras clini-
cas de suero y aspirado de médula 6sea. El diagnostico
se hizo por técnicas microbioldgicas convencionales.

De las 24 muestras de suero pertenecientes a otros
pacientes, en 3 de ellos se detectd la presencia de M.
avium por PCR durante las primeras 72 horas, sin
necesidad de esperar hasta su desarrollo en los medios
de cultivo de la muestra de sangre, la cual se confirmé
después de varias semanas de incubacion. Unicamente
en dos muestras de aspirado de médula 6sea resultd
la PCR positiva para M. Avium, asi como su poste-
rior desarrollo en medio de cultivo. De los iniciadores
MAYV y MIN, cada uno amplificé un segmento alta-
mente especifico de 1300 bp del ADN homologo, res-
pectivamente (figura 1).

De los 32 pacientes estudiados con M. avium, la
mayoria se ubico en el grupo etario de 40-49 afios con
11 pacientes (34 %). El peso promedio fue de 56.9
kg + 12.1, la talla promedio fue 1.70 m + 0.10. La
ocupacién mayormente referida fue empleado, por 9
pacientes (28 %). La pérdida de peso se presentd en
30 pacientes (94.4 %), la fatiga y el malestar general
en 28 (87.5 %) en ambos casos. Una patologia agre-
gada comun fue neumonia/neumonitis en 12 pacien-
tes (37.5 %). El valor promedio de leucocitos fue de
3801.7/mm? + 2409.9. La forma de presentaciéon mas
frecuente fue la diseminada en 23 pacientes (71.8 %),
y los drganos mas afectados por M. avium en orden de
frecuencia fueron: pulmén con 23 pacientes (71.8 %),
higado y médula désea con 18 pacientes (56.2 %) en
ambos casos. El hemocultivo fue el tipo de muestra
con el mayor porcentaje de aislamientos positivos con
18 casos (56.2 %), seguido del mielocultivo con 12
(38.9 %). En la tele de torax en 25 pacientes (78 %)
se observaron alteraciones, predominando el infiltrado
diseminado micronodular/macronodular. En el cuadro
I se presentan las caracteristicas de los pacientes del
estudio.
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Cuadro | Caracteristicas de los pacientes con SIDA y micobacteriosis
diseminada

Variables P(iclegtze)s
Hombre/mujer 30 (94 %)/2 (6 %)
Edad 39.6 + 10.6*

Indice de masa corporal 19.68 (15.92-26.26 Kg/m2)
HAART 27 (84.3 %)
Estadio C3 31 (96 %)

Fiebre 32 (100 %)
Candidiasis oroesofagica 30 (94 %)

Carga viral 470 415.7 copias/mL + 235 853*

* Media + SD

La mayoria de los pacientes con MAC, present6
cifras de hemoglobina bajas y de fosfatasa alcalina
altas, asimismo presentaron un valor medio de T CD4
de 15.9/mL, resultando significativo al comparar con
las células de pacientes con TB, (cuadro II). De los 32
pacientes, 5 fallecieron (15.6 %).

De las 24 muestras clinicas estudiadas, en 7
pacientes se identifico Pneumocystis jiroveci como el
principal agente que afectd a este grupo de pacientes,
seguido por M. tuberculosis identificado en 6 pacien-
tes, neuroinfecciones en 5 pacientes, incluyendo:
Treponema pallidum, Staphylococcus aureus, Cryp-
tococcus sp. 'y Toxoplasma gondii. El cuarto grupo
estuvo constituido por 3 pacientes con micobacteriosis
por M. avium.

Discusion

En el presente trabajo se estudiaron 29 pacientes con
cepas de MAC identificadas previamente mediante

Cuadro Il Datos de los principales indicadores diagnoésticos

Pacientes con M. avium

Indicador (n=132) p
Hemoglobina 9.9 mg/dL + 2.2* <0.01
Fosfatasa alcalina 234.8 U/L £ 119.7*

CD4 15.9/mL + 14.2*
Pacientes con M. tuberculosis
(n=6)
CD4 26.5/uL + 16.4* <0.01
* Media + SD

**Valor de p a través de t de student para muestras no pareadas, compa-
rando las medias de los valores de CD4

Valores de referencia de hemoglobina: 14-18 g/dL

Valores de referencia de fosfatasa alcalina: 40-150 U/L
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hibridacion con sondas de ADN, con diagnostico de
SIDA y micobacteriosis diseminada, y en el 100 % de
los pacientes se identifico mediante PCR

M. avium. Con relacion al género y al grupo eta-
rio, los resultados concuerdan con lo reportado en la
literatura.?°

En cuanto al recuento de T CD4, estas se ubicaron
muy por debajo de las 100 células/ul, factor de riesgo
para la adquisicion de MAC.%1021.22 En general, las
determinaciones del laboratorio también coinciden
con los reportes publicados.?? Los hallazgos radiolo-
gicos son semejantes a los descritos.?!

Al considerar la infeccion por MAC en pacien-
tes con SIDA y tener acceso a pruebas de laborato-
rio como la PCR, sin duda nos permiti6é confirmar la
sospecha diagnoéstica en una proporcion de pacientes
superior a lo referido por otros autores.?* En todos los
pacientes estudiados se documento la existencia del
complejo MAC, estableciendo un diagnéstico tem-
prano en una tercera parte de ellos, hecho que contra-
dice lo referido en publicaciones previas.?

Con respecto a las 24 muestras clinicas, en 3
pacientes se detectd M. avium por PCR y se confirmo
por cultivo. Tanto la PCR como el cultivo fueron
positivos en las 3 muestras de suero y sangre respec-
tivamente, y solo en 2 de aspirado de médula osea,
es necesario estudiar un mayor niimero de pacientes,
pero su deteccion pareciera ser mas factible a partir
del suero, lo cual representa la ventaja de no ser una
toma de muestra invasiva, como se demostrd en nues-
tros resultados de estandarizacion de la PCR en suero.
Coincidiendo con lo reportado en la literatura, en las
muestras clinicas de pacientes con SIDA y micobacte-
riosis diseminada, la micobacteria mas comun fue M.
tuberculosis y en segundo término M. avium.?®

La mayoria de los pacientes presentd aumento en
los niveles de la fosfatasa alcalina, asi como anemia,
en esto coincidimos con la mayor parte de los reportes,
27-30 pero divergimos de otro.3!

Por lo tanto, en pacientes con SIDA en estadio
avanzado y en quienes se sospechaba la presencia de
micobacteriosis diseminada, la aparicion de anemia

(atn en cultivos negativos),?? elevo los valores de fos-
fatasa alcalina y la cuenta de CD4 con una media de
15.9/mL, por lo tanto, debemos sospechar fuertemente
de una infeccion causada por MAC. Proponemos que,
de acuerdo con nuestros hallazgos, se haga una estra-
tificacion de pacientes més precisa en cuanto a cuentas
de T CD4, ya que con un valor de corte por debajo de
los 50/mL, como proponen varios autores,”® podria-
mos tener tanto pacientes con MAC como con TB.
Es necesario continuar este estudio con una muestra
mayor, considerando tanto a pacientes con infeccion
por MAC, como por TB y comparar en ambos las
cifras de hemoglobina, fosfatasa alcalina y cuentas
de T CD4, los cuales pueden servir como indicadores
y/o pronoéstico, sobre todo en paises en desarrollo o
sitios en los que no se cuente con técnicas de biolo-
gia molecular, lo que permita aplicar el tratamiento
de forma oportuna y apropiada; el tratamiento difiere
en ambos casos, ya que para MAC se ha sugerido un
régimen combinado de farmacos incluyendo claritro-
micina.33-34

Actualmente, nuestra unidad cuenta con técnicas
de hibridacion de sondas de acidos nucleicos, para
la identificacion de M. avium y M. intracellulare,
sin embargo es necesario esperar al crecimiento de
la cepa, mientras que con la técnica PCR directa en
la muestra clinica tenemos la ventaja de la rapidez en
la identificacion. Las enfermedades causadas por M.
avium y M. intracellulare, son indistinguibles clini-
camente, por lo que el tratamiento es el mismo; por lo
tanto la importancia de la diferenciacién entre espe-
cies es principalmente epidemiologica.

En conclusion, nuestros resultados demonstraron
que la técnica de PCR puede aplicarse para la diferen-
ciacion de M. avium and M. intracellulare por inicia-
dores especificos 16S rRNA.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han com-
pletado y enviado la forma traducida al espafiol de la
declaracién de conflictos potenciales de interés del Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas, y no fue
reportado alguno que tuviera relacion con este articulo.
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