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La identificacion acertada y rapida de las infecciones mico-
bacterianas es muy importante pues un diagnéstico tardio
de estas pueden provocar la diseminacion de la enfermedad
con graves consecuencias, en particular en pacientes con al-
gun tipo de deterioro en su barrera inmunolégica incluyendo
pacientes VIH/sida. Por esta razon se hace necesario imple-
mentar nuevas herramientas diagnosticas con el objetivo de
acortar el “tiempo de crecimiento®. En el presente estudio se
realizd la comparacién entre el método convencional de culti-
vo en medio sélido Léwenstein-Jensen (L-J), y el método au-
tomatizado de cultivo rapido en medio liquido por Bact/Alert
3D. Se analizaron 547 muestras pulmonares y extrapulmo-
nares procedentes de pacientes sintomaticos, de estas 278
(50.82%) pertenecian a pacientes VIH/sida. La identificacion
de Mycobacterium tuberculosis (MTB) se realiz6 mediante la
determinacion del TBAgGMPT 64 por el test rapido SD BIOLI-
NE, para la identificacién de las micobacterias no tubercu-
losas (MNT) se utiliz6 el test bioquimico recomendado. Los
resultados obtenidos respecto al nUmero de aislamientos mi-
cobacterianos fueron: 46 (76,67%) por el medio sélido L-J,
54 (90,00%) por Bact/Alert 3D, mientras que por ambos mé-
todos de cultivo se logr6 obtener 40 aislamientos. (66,67%).
Por especies Mycobacterium tuberculosis fue el agente etio-
I6gico de mayor por ciento de aislamiento (82,93%). El mé-
todo de cultivo rapido en medio liquido por el equipo Bact/
Alert 3D mostr6 un 90,91% de sensibilidad, 95,08% de es-
pecificidad, 94,48% de concordancia y 0,86 de indice de
Youden. Por lo anteriormente expuesto debemos destacar
la importancia diagnéstica de estas infecciones para poder
enfrentar el correcto y oportuno tratamiento especifico tanto
en pacientes inmunocompetentes como inmunodeficientes,
grupo poblacional de alto riesgo.

Palabras claves: infecciones micobacterianas, medio sélido
Léwenstein-Jensen (L-J), medio liquido Bact/Alert 3D, test
TB Ag MPT 64, Mycobacterium tuberculosis, micobacterias
no tuberculosas (MNT).

The accurate and rapid identification of mycobacterial infec-
tions is very important as a late these can cause the spread
of disease with serious consequences, particularly in patients
with some form of deterioration in their immune barrier in-
cluding HIV / AIDS patients diagnosis. For this reason it is
necessary to implement new diagnostic tools in order to
shorten the “time of growth”. the comparison between the
conventional culture method Lowenstein-Jensen solid me-
dium (L-J), and automated method of rapid culture in lig-
uid medium by Bact / Alert 3D was done in this study. 547
pulmonary and extrapulmonary samples from symptomatic
patients, of these 278 (50.82%) were HIV / AIDS patients
were analyzed. Identification of Mycobacterium tuberculosis
(MTB) was performed by determining the TBAgMPT 64 SD
BIOLINE rapid test for the identification of non-tuberculous
mycobacteria (NTM) biochemical test used recommended.
The results regarding the number of mycobacterial isolates
were: 46 (76.67%) by the solid medium L-J, 54 (90.00%) by
BacT / Alert 3D, while both methods of cultivation was pos-
sible to obtain 40 isolates. (66.67%). By species Mycobac-
terium tuberculosis was the etiologic agent isolation highest
percentage (82.93%). The method of rapid culture in liquid
medium by Bact / Alert 3D team showed a 90.91% sensi-
tivity, specificity 95.08%, 94.48% and 0.86 concordance
Youden index. For the above we must emphasize the diag-
nostic importance of these infections to face the correct and
timely specific treatment in both immunocompetent and im-
munodeficient, high/risk population group.

Keywords: mycobacterial infections, Lowenstein-Jensen
solid medium (L-J), liquid medium Bact / Alert 3D, TB test Ag
MPT 64, Mycobacterium tuberculosis, non-tuberculous my-
cobacteria (NTM).
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Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad cuya presencia
ha sido constante en la historia de la humanidad. Quizas la
primera “cita bibliografica” que se pueda hallar en relacion
a ella, se encuentre en los libros del Antiguo Testamento,
donde se hace referencia a la enfermedad consuntiva que
afectd al pueblo judio durante su estancia en Egipto, tradi-
cional zona de gran prevalencia de la enfermedad. A pesar
de existir desde tiempos remotos, no puede ser considerada
como una enfermedad del pasado, ya que actualmente mue-
ren aproximadamente 2 millones de personas por afo en el
mundo. A pesar de la antigliedad de la TB, el desconocimien-
to sobre su etiopatogenia ha sido considerable hasta fechas
recientes, lo0 que claramente ha influido en contra del control
de la enfermedad'2.

En la actualidad esta enfermedad es uno de los principales
problemas de Salud Publica, sin embargo su evolucién his-
torica ha sido un constante declinar en los paises desarro-
llados, siguiendo a la mejora de las condiciones socioeco-
némicas y al descubrimiento de farmacos eficaces para su
tratamiento. Esta tendencia decreciente se ha modificado en
las Ultimas décadas, sobre todo a expensas de determina-
dos grupos sociales mas desfavorecidos y de la aparicion
de la pandemia por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)3.

Los cuadros clinicos de las infecciones provocadas por el
género Mycobacterium pueden ser disimiles enmascarando
el correcto diagnéstico de estas, provocando el avance de
la enfermedad (tanto la TB como de las Micobacteriosis o
infecciones producidas por especies micobacterianas no per-
tenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis (MTB),
en particular en pacientes con algun tipo de deterioro en su
barrera inmunolégica incluyendo pacientes VIH/sida donde
el desenlace puede ser fatal pues son propensos a desarro-
llar formas diseminadas de la enfermedad. Por esta razon
es necesario implementar nuevas herramientas diagnoésticas
donde obtengamos resultados en menor tiempo*©.

La introduccién de tecnologias mas modernas en los Labora-
torios de Micobacteriologia ha estado encaminada a acortar
el tiempo diagndéstico, esto es esencial para que el pacien-
te pueda comenzar una adecuada terapia e implementar un
control efectivo de la infeccion, previniendo las peligrosas
formas de diseminacion que generalmente tienen graves
consecuencias’°.

El objetivo de nuestro estudio es demostrar la utilidad y ven-
tajas del sistema automatizado de cultivo en medio liquido
Bact/Alert 3D para el diagnostico e identificacion de especies
micobacterianas a partir de muestras clinicas, especialmente
en pacientes VIH/sida tratados en nuestra institucion hospita-
laria “Hospital Nacional de Referencia de Atencion a pacien-
tes VIH/sida, IPK”.

Materiales y Método

Este trabajo fue disefiado como estudio de tipo descriptivo-
prospectivo de corte transversal. Se analizaron las muestras
recibidas en el Laboratorio Nacional de Referencia e Inves-
tigaciones de Tuberculosis, Lepra y Micobacterias del Insti-
tuto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) procedentes de
pacientes sintomaticos incluyendo, pacientes VIH/sida trata-
dos en nuestra institucion hospitalaria “Hospital Nacional de
Referencia de Atencién a pacientes VIH/sida, IPK” durante el
periodo julio 2015-julio 2016.

Se utilizaron las técnicas convencionales diagnésticas esta-
blecidas; examen directo aplicando la coloracion de Zielh-
Neelsen, y examen por cultivo donde, las muestras después
de ser procesadas, fueron cultivadas simultaneamente en
medio sélido Léwenstein-densen (L-J) y en medio liquido
utilizando el equipo Bact/Alert 3D. El método de desconta-
minacion para muestras pulmonares fue el método de Pe-
troff modificado, para el caso de muestras extrapulmonares
el método de descontaminacion fue el del &cido sulfurico al
4%. La temperatura de incubacioén fue de 37°C, las lecturas
de los cultivos se realizaron cada 7 dias, de aparecer cre-
cimiento en ambos métodos se les realiz6 la coloracién de
Ziehl-Neelsen para confirmar la presencia de bacilos acido
alcohol resistentes (BAAR)''2. Para la clasificacion e identi-
ficacion de los cultivos se utilizo el Kit inmunocromatografico
SD BIOLINE para la deteccion del TB Ag MPT64 presente
solamente en el complejo Mycobacterium tuberculosis, las
cepas que dieron negativas por dicho test fueron clasificadas
como micobacterias no tuberculosas (MNT), y para su iden-
tificacion se utilizaron las técnicas fenotipicas-bioquimicas
recomendadas en la literatura''4. Para la clasificacién mico-
bacteriana segin Runyon se tuvieron en cuenta la velocidad
de crecimiento (Vc) y produccion de pigmentos (Pig). Para la
identificacion micobacteriana se realizaron las pruebas bio-
quimicas recomendadas; niacina, catalasa 68°C, nitratasa,
arilsulfatasa, ureasa, lipasa o tween 80, telurito de potasio,
toma de hierro, toma de NaCl 5% y pirazinamidasa'®'".

Los resultados obtenidos fueron analizados y comparados
con respecto a: numero de aislamientos obtenidos, tiempo
de deteccion de crecimiento (TDC) y tasa de contaminacion
(TC), también se calcularon los indicadores de desempefo
del sistema automatizado Bact/Alert 3D. Para el analisis es-
tadistico se utilizé el programa para analisis epidemiolégico
de datos tabulados EpiDATA version 3.1 (EpiData Associa-
tion, Dinamarca), con un intervalo de confianza del 95% 8.

Para calcular los indicadores de calidad del Bact/Alert 3D se
consideré como:

v' Verdadero positivo: Muestras que se identificaron como
positivas en ambos métodos de cultivo.

v' Verdadero negativo: Muestras que se identificaron como
negativas en ambos métodos de cultivo.



v' Falso positivo: Las muestras que se identificaron como
positivas por el equipo Bact/Alert 3D y resultaron negati-
vas por el cultivo convencional.

v Falso negativo: Las muestras que se identificaron como
negativo por el equipo Bact/Alert 3D y resultaron positivas
por el cultivo convencional.

Resultados y discusion

Durante el periodo de estudio seleccionado en el Laboratorio
Nacional de Referencia e Investigaciones de TB/Micobac-
teria/Lepra del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK) se recibieron, analizaron y procesaron 547 muestras
tanto pulmonares como extrapulmonares, de estas 278
(50.82%) correspondieron a pacientes VIH/sida.

En la Figura 1 se muestra el total de muestras procesadas.

Figura 1. Total (%) de muestras procesadas por tipo de

muestra en el periodo de julio 2015 - julio 2016.
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Como podemos observar el mayor por ciento de muestras
recibidas fueron esputo lo que reafirma una vez mas que es
la muestra por excelencia, por orden descendente le sigue el
liquido cefalorraquideo (LCR) y biopsias de tejido, mayorita-
riamente tejido ganglionar las cuales estan descritas como
la infeccion extrapulmonar mas frecuente, le siguen; orina,
liquido pleural, exudados de secreciones, contenido gastrico,
liquido pericardico y liquido ascitico.

A pesar de que el pulmén es el “6rgano diana” por excelen-
cia de la tuberculosis y las micobacteriosis, cualquier otro
6rgano o sistema pudiesen ser afectado. Los ganglios linfa-

ticos constituyen el sitio extrapulmonar més frecuente, éstos
experimentan a su inicio un lento crecimiento indoloro que
puede llegar a ulcerar la piel y convertirse en “fistulas dre-
nantes”; y en ausencia del tratamiento especifico la infeccion
puede diseminarse y llegar incluso a ser mortal, sobre todo
en pacientes con deficiencias cronicas en su sistema inmu-
nolégico, por ello en estos momentos los pacientes VIH/sida
constituyen el mayor grupo de riesgo'®2.

El aumento de las infecciones micobacterianas coincide con
el declive de la infeccion tuberculosa y el incremento de la
infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), so-
bre todo en paises desarrollados donde se esta produciendo
un aumento global de la incidencia de infecciones por espe-
cies no tuberculosas (MNT), principalmente en pacientes in-
munodeficientes. Durante muchos afios las micobacteriosis
eran solo un hecho ocasional, sin embargo en las Ultimas
décadas han pasado a ser una patologia frecuente, conside-
randose ya como una enfermedad emergente’”:2325,

En la Tabla 1 se muestran los aislamientos obtenidos segun
métodos de cultivo utilizado; cultivo convencional en medio
sélido Léwenstein-Jensen (L-J) y cultivo liquido utilizando el
equipo Bact/Alert 3D. Al comparar los aislamientos obtenidos
por ambos métodos de cultivo, estos no fueron estadistica-
mente significativos al obtenerse valores de p > 0,05.

Tabla 1. Comparacion de los aislamientos de micobacterias ob-

tenidos por cultivo en Léwenstein-Jensen (L-J) y Bact/Alert 3D.

L-J
Aislamientos L-J ErgialEi || Vel Bact/Alert
3D de p 3D
36 39 o
MTB 41 (87,80%) | (95,12%) 0,4293 | 34 (82,93%)
10 15 o
MNT 19 (52,63%) | (78,95%) 0,1714 | 6 (31,58%)
Total 60 46 54 (90%) | 0,0864 | 40 (66,67%)
(76,67%) o o

Como se puede observar el cultivo automatizado Bact/Alert
3D supero al método convencional en 8 aislamientos (3 de
MTB y 5 de MNT), resultados similares a los ya descritos en
la literatura”919.

En la Tabla 2 se observan los aislamientos obtenidos por
ambos métodos de cultivo segln tipo de muestra.
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Tabla 2. Aislamientos de MTB y MNT por ambos métodos segun tipo
de muestra.

MTB MNT

Tipo de muestra Total

No. % No. %
Esputo 38 14,62 15 5,77 53/260
Lavado bronquial 0 0 0 0 0/3
Liquido cefalorraquideo 1 4,35 0 0 1/23
Biopsia 1 4,55 4 18,18 5/22
Orina 0 0 0 0 0/17
Liquido pleural 1 11,11 0 0 1/9
Exudaqos de 0 0 0 0 06
Secreciones
Lavado gastrico 0 0 0 0 0/3
Liquido pericardico 0 0 0 0 0/2
Liquido ascitico 0 0 0 0 0/2
Total 41 68.33 19 | 31,67 | 60/347

Como se puede observar Mycobacterium tuberculosis sigue
siendo la especie mas aislada. Es importante sefialar que de
las 41 cepas aisladas e identificadas como MTB; 31 (75,61%)
correspondieron a pacientes VIH/sida, de estas 17(54.83%)
fueron baciloscopia negativa (BK-). Por otra parte de las 19
cepas identificadas como MNT; 15 (78,95%) fueron proceden-
tes de pacientes VIH/sida, de estas 12 (63.15%) fueron BK-.

Se ha reportado que la densidad bacilar encontrada en pa-
cientes BK+ esta relacionada con el nivel de inmunosupre-
sion del paciente. En los hospederos inmunocompetentes la
TB desencadena una respuesta inmunoldgica de dos 2 tipos:
a) la mediada por células, b) la hipersensibilidad retardada,
esta Ultima es la responsable de la formacién de granulomas
y de la presencia de BAAR en el esputo. Estos dos mecanis-
mMOos son necesarios para controlar la infeccion por MTB y se
encuentran alteradas en los pacientes VIH+. En consecuen-
cia, los pacientes VIH/sida pueden tener abundante concen-
tracion bacilar en tejido pulmonar y pocos bacilos en el espu-
to?. La densidad bacilar disminuye en proporcién directa con
el recuento de células T CD4+. El examen microscépico del
esputo para BAAR puede ser menos sensible para el diag-
néstico de TB en presencia de coinfeccion por el VIH, en par-
ticular en los pacientes con inmunosupresion grave. La baja
sensibilidad del examen directo o baciloscopia, la presenta-
cién atipica de la TB en pacientes con enfermedad VIH/sida,
y el alto porcentaje de transmision en pacientes tuberculosos
con BK-, hacen necesaria la busqueda de examenes mas
sensibles en la deteccion de TB 2628, El aumento del nUmero
de personas inmunodeprimidas por el VIH, los avances en
los regimenes de quimioterapia, trasplante e inmunosupre-
sién, y las mejoras en los métodos diagnoésticos han llevado
a un incremento de casos diagnosticados de infecciones pro-
vocadas por Mycobacterium, por esta razbn es sumamente
importante la aplicacién de metodologias que logren acortar
el diagnostico, para de esta manera lograr el menor deterioro
del paciente®.

También debemos prestarle gran atencion a las infecciones
extrapulmonares ya que son de dificil diagnéstico debido a
que son pausibacilares y la infeccién provoca deterioro en
el organismo humano, sobre todo en los pacientes inmuno-
comprometidos. En pacientes sida con recuentos de linfo-
citos T-CD4 < 200 células/mm?3 es muy comun la infeccién
diseminada, asociada a una gran mortalidad. La epidemiolo-
gia de la infeccion en estos pacientes es muy variable en las
poblaciones en dependencia de la eficacia de los Programas
de Control de tuberculosis, la aplicacion y adherencia a la
Terapia Antirretroviral de Gran Actividad (TARGA), y la dispo-
nibilidad de tecnologia médica?”3%-3,

Con respecto a los aislamientos de MNT estos resultados
demuestran una vez mas que las MNT toman cada dia ma-
yor importancia clinica-diagnostica tanto en pacientes inmu-
nocompetentes como pacientes inmunodeficientes. La infec-
cioén pulmonar por MNT usualmente esta asociada a algun
tipo de inmunosupresion o a defectos estructurales pulmo-
nares, para su diagnéstico se requiere ademas del cuadro
clinico sugestivo, determinar el compromiso radiolégico y
el aislamiento microbioldgico. Los criterios definidos por la
Sociedad Americana del Térax y la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (ATS/IDSA) deben ser aplicados
en el diagnoéstico de la enfermedad pulmonar por MNT. Sin
embargo ante la dificultad del diagnéstico microbioldgico el
desarrollo de las pruebas de biologia molecular ha ganado
espacio y se consolidan como futuros métodos diagnésticos
y deberan ser incluidos en los criterios diagnésticos de la in-
feccion por MNT3435,

A continuacién exponemos los resultados obtenidos al realizar
la clasificacion micobacteriana a los aislamientos de MNT de-
tectados, segun los grupos establecidos por Runyon (Figura 2).

Figura 2. Clasificacion de especies micobacterianas no tuberculo-

sas segun clasificacion de Runyon.
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Las especies encontradas quedaron clasificadas: Grupo I
(10); M. triviale (1), M terrae (2), MAI (4), M. xenopi (1), M.
malmoense (1), M. nonchromogenicum (1), Grupo Il (6); M.
scrofulaceum (4), M. szulgai (1), M. gordonae (1), Grupo IV
(3); M. fortuitum (3). En la literatura se reporta a Mycobacte-
rium avium-intracellulare complex 'y Mycobacterium fortuitum
complex como las especies micobacterianas de mayor inci-
dencia de aislamiento en humano, como se puede observar
los resultados coinciden con los ya reportados'®17:21:25,

Comparando el tiempo de deteccién de crecimiento (TDC) en
ambas metodologias de cultivo se pudo observar; en la de
cultivo automatizado en medio liquido ademés de poder de-
tectar mayor cantidad de aislamientos, logra acortar el TDC
pardmetro muy importante especificamente para el género
Mycobacterium, como se evidencié en nuestra investigacion
donde el TDC del Bact/Alert 3D y el cultivo en L-J fue de 14,23
y 34,91 dias respectivamente; resultado estadisticamente
significativo al obtenerse un valor de p < 0,05 (Figura 3).

Figura 3. Comparacién del Tiempo de deteccién de crecimiento
(TDC) segun el método de cultivo utilizado.

Lowenstein-Jensen Bact/Alert 3D

Al analizar el TDC pudimos apreciar que para este indicador
la diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,0000),
acortando el tiempo diagnostico. Nuestros resultados son si-
milares a los reportados por Martinez y colaboradores donde
obtuvo un TDC 16,06 dias en Bact/Alert y de 32,70 en medio
sélido L-J. Alcaide y colaboradores en Espafa, report6é un
TDC de 15,90 dias, sin embargo Parrish y colaboradores en
similar estudio realizado en Baltimore, Estados Unidos, ob-
tuvo para el equipo Bact/Alert 3D un TDC de 25,2 dias®%%.

Diversos estudios reportan una evaluacién favorable del
Bact/Alert 3D para el cultivo de micobacterias. El Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) recomienda
el uso de cultivo combinado de medio de cultivo s6lido y me-
dio liquido, pues con el sistema automatizado se logra una
rapida deteccién del crecimiento, pero no podemos observar
morfologia ni identificar especie”8.

En la Tabla 3 aparecen los indicadores de desempefio. La
sensibilidad, especificidad e indice de validez de la prueba
fue de 90,91%, 95,08% y 94,48%, respectivamente. El indice
de Youden fue de 0,86.

Tabla 3. Indicadores de desempeno del equipo Bact/Alert
3D vs L-J.

Indicadores Valor (%) IC (95%)
Sensibilidad 90,91 81,28 100,00
Especificidad 95,08 92,28 97,88
indice de validez 94,48 1,77 97,19
Valor predictivo + 75,47 62,94 88,00
Valor predictivo - 98,43 96,71 100,00
indice de Youden 0,86 0,77 0,95
Tasa contaminacién 7,76

La sensibilidad detectada en este estudio es aceptable para
el buen desempefio del cultivo automatizado, ya que en la
literatura se reporta que los valores de sensibilidad para la
prueba Bact/Alert 3D estan entre el 78-99% 7. Los resultados
de sensibilidad obtenidos son superiores a los reportados por
Martinez y colaboradores en 2014 (87,80%), los valores de
especificidad si se encontraban un poco por debajo del valor
estandar (97%), pero no representa una diferencia significa-
tiva. El valor del indice de Youden refleja la diferencia entre
la tasa de verdaderos positivos y la de falsos positivos ya que
mientras mas cercano a 1 mejor es la prueba diagnéstica que
se esta evaluando y se encuentra por encima del estandar
(0,75), los resultados obtenidos son similares a los reporta-
dos recientemente®°.

A pesar de los avances tecnologicos en los ensayos dispo-
nibles en el mercado, y las ventajas que ofrecen los mismos
para disminuir el tiempo de diagnostico de las infecciones por
micobacterias, el uso de las técnicas convencionales diag-
nésticas siguen jugando un rol muy importante en los labo-
ratorios de Micobacteriologia. El cultivo en L-J es la prueba
de referencia y desempefia un papel importante para el diag-
nostico y aislamiento de micobacterias a partir de muestras
clinicas; a pesar de que la metodologia del cultivo es labo-
riosa, y las colonias de micobacterias pueden tomar varias
semanas para hacerse visibles en el medio de cultivo sélido,
por ello ha sido necesario el desarrollo de estas técnicas au-
tomatizadas”®*".

La Tasa de Contaminacién (TC) obtenida por el equipo Bact/
Alert 3D fue de 7,76%, estos resultados estan dentro de los
valores aceptados internacionalmente (8-9%) aunque otros
autores plantean hasta el 7%. Las cifras obtenidas de la TC
por el método convencional de L-J fue 7,80%, como se pue-
de percibir son cifras muy similares y la diferencia no fue es-
tadisticamente significativa (p = 0,9252)7%.

El equipo Bact/Alert 3D para el diagndstico micobacteriano
utiliza como medio de cultivo Middlebrook 7H-11, medio liqui-
do rico en nutrientes que induce al crecimiento de otras bac-
terias y hongos que pudieran estar presenten en la muestra
como parte de la microbiota normal, por esta razén los sis-
temas comerciales de cultivo utilizan antibiéticos liofilizados
reconstituidos para disminuir la contaminacion bacteriana®.




Lo anteriormente expuesto reafirma la importancia de la uti-
lidad del sistema automatizado de cultivo en medio liquido
Bact/Alert 3D en los Laboratorios de Micobacteriologia para
el diagnéstico micobacteriano. El acortamiento del tiempo de
crecimiento es esencial para que el paciente pueda comenzar
una oportuna y adecuada terapia para poder obtener el con-
trol efectivo de la infeccion, previniendo las peligrosas formas
de diseminacion que generalmente tienen graves consecuen-
cias en particular en pacientes inmunodeficientes grupo po-
blacional de alto riesgo por su deterioro inmunolégico.
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