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Resumen: La tuberculosis constituye un problema de salud a nivel mundial y se necesitan esfuerzos concertados para lograr un diagnosti-
co oportuno. Las infecciones por micobacterias no-tuberculosas (MNT) se agregan al reto diagnostico. En este trabajo mostramos el
aislamiento e identificacion de micobacterias, usando métodos bacterioldgicos y moleculares a partir de 256 muestras clinicas obtenidas
de 188 pacientes con impresion diagnoéstica de tuberculosis. De las 41 muestras en las cuales hubo aislamiento (16% del total), 24 fueron
baciloscopia positiva (BK+), 58,5% y 17 BK- (41,5%). M. tuberculosis represent6 el 58,14% de los aislados y MNT el 37,2%: 6 M.
chelonae, 4 M. marinum, 3 M. fortuitum, 3 no identificadas. La correlacion entre la identificacion bacteriologica y molecular fue del
93%. La presencia de un alto porcentaje de MNT aisladas de pacientes clinicamente enfermos sefiala la importancia de incluirlas en el
diagnostico clinico diferencial y la necesidad de implementar el cultivo como herramienta obligatoria de diagndstico bacteriologico.
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Mycobacteria isolation and identification by
bacteriological methods and molecular biology

Abstract: Tuberculosis constitutes a worldwide major health problem and concerted effort to obtain an opportune diagnosis is needed.
The infections caused by non-tuberculous mycobacteria (NTM) add to the diagnosis challenge. In this work we isolated and identified
mycobacteria, using bacteriological and molecular methods, from 256 clinical samples obtained of 188 patients with diagnostic impres-
sion of tuberculosis. From forty one samples with isolation (16%), 24 were baciloscopy positive (BK+), 58,5% and 17 were BK- (41,5%).
M. tuberculosis represented 58.14% of all isolated mycobacteria and NTM were present in 37,2%: 6 M. chelonae, 4 M. marinum, 3 M.
Sfortuitum, 3 no identified. The correlation between the bacteriological and molecular identification methods was 93%. The presence of a
high percentage of NTM obtained from clinically ill patients indicates the importance to include them in the differential clinical diagnosis
and implementation the culture as obligate bacteriological diagnostic tool.
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Introduccién

La magnitud del problema de la tuberculosis a nivel
mundial es enorme, a pesar de los esfuerzos por parte de
las autoridades sanitarias por frenar el avance de dicha
enfermedad. Un tercio de la poblacion mundial (1.7 billo-
nes) ha sido infectada por Mycobacterium tuberculosis, la
mortalidad anual esta alrededor de 3 millones de personas

y cada afio se notifican alrededor de 3,3 millones de casos
en todo el mundo. [1,2]. Sin embargo, segin algunos cal-
culos, es posible que se produzcan entre 7 millones y 8,8
millones de casos, 95% de ellos en paises en desarrollo.
[3]. En Venezuela la tuberculosis ocupa el primer lugar
como causa de muerte diagnosticada producida por un
tnico agente infeccioso [4]. Se notifican alrededor de 25
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casos por 100.000 habitantes cada afio [5]. Sin embargo
los informes técnicos de la Coordinaciéon Nacional de
Salud Respiratoria reconocen que existe un subdiagndstico
de esta enfermedad.

El bacilo M. tuberculosis es considerado uno de los
organismos mas virulentos dentro del grupo de las mico-
bacterias, asi como el patdgeno oportunista mas comun en
las personas inmunosuprimidas por el virus de inmunode-
ficiencia humana (VIH/SIDA). Atn cuando se le considera
susceptible a las drogas antimicobacterianas de uso comun,
hay suficientes reportes en la literatura internacional de
resistencia a las mismas [6,7,8].

La tuberculosis produce alrededor de un 6,7% del total
de muertes en personas en edad reproductiva. Muchos de
estos pacientes mueren a pesar de estar recibiendo trata-
miento antimicrobiano. Entre las causas por las cuales se
suceden estos decesos estan las fallas en el diagndstico
oportuno y adecuado (debido a la poca sospecha clinica
por parte del personal médico), la seleccion y efectividad
del tratamiento antituberculoso escogido, el incumplimien-
to o abandono del tratamiento indicado por parte del pa-
ciente o a la presencia de micobacterias multi-resistentes a
las drogas [9,10,11]. Se conoce que algunos de los pacien-
tes incluidos como casos dentro del programa de control
de tuberculosis, por ser baciloscopia positivos, no respon-
de adecuadamente al tratamiento (resistencia primaria).

Otro grupo de micobacterias, las denominadas no tuber-
culosas (MNT), juegan un papel importante como causan-
tes de infecciones en el humano, produciendo algunas de
ellas sintomatologia similar a la producida por el M. tuber-
culosis. Las MNT son ubicuas, generalmente se encuen-
tran en muestras ambientales como el suelo, agua potable y
aguas servidas, en agua usada en duchas y soluciones qui-
rargicas, en leche y como flora bacteriana de animales
domésticos, etc. La transmisiéon persona-persona es muy
rara y se adquieren generalmente por inhalaciéon o inges-
tion. Se les consideran agentes oportunistas y con frecuen-
cia son resistentes a la mayoria de los agentes antitubercu-
losos lo que hace mas complicado su tratamiento médico
[12,13,14]. La incidencia de las enfermedades causadas
por estas micobacterias aiin 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. Por
ejemplo, en la India, M. tuberculosis es la causa principal
de infecciones micobacterianas y la proporcion de MNT es
considerablemente baja [13], mientras que en los Estados
Unidos y otros paises desarrollados los mas frecuentes son
M. avium, M. kansassi y M. fortuitum [15]. En el Reino
Unido, M. kansassi es la MNT predominante en las infec-
ciones respiratorias en Gales e Inglaterra, mientras que M
malmoense es la mas comiin en Escocia. En un estudio
realizado en Espaiia, la infeccion causada por M. kansassi
fue la de mayor prevalencia seguida de la infeccion por el
complejo M. avium. [14]. No se conoce la prevalencia de
infeccioén por micobacterias no tuberculosas en Venezuela.

Entre las principales especies de micobacterias no tuber-
culosas (MNT) involucradas en infecciones en el humano,
estan las micobacterias de crecimiento lento, no pigmenta-
das y pertenecientes al Complejo Mycobacterium avium

(CMA) donde se incluyen al M. avium y al M. intracellu-
lare, entre otras cepas aun no bien clasificadas. Este com-
plejo es el mas comun de las especies MNT asociadas con
enfermedad en el humano y son naturalmente resistentes a
las drogas antituberculosas. Las infecciones producidas
por micobacterias del CMA son comunes en bronquitis
cronicas, bronquiectasias y enfermedad pulmonar obstruc-
tiva cronica y linfadenitis [13,14]. En 1992, los centros
para el control y la prevencion de enfermedades (CDC) de
los Estados Unidos registraron un aumento significativo en
el porcentaje de infecciones por micobacterias no tubercu-
losas, especialmente por M. avium [15].

Otras especies como M. kansasii son causa comun de
infeccion pulmonar cronica semejante a la tuberculosis,
aun cuando pueden afectar otros sistemas u 6rganos. Ocu-
pan el segundo lugar, luego del CMA, entre las infecciones
micobacterianas oportunistas asociadas con SIDA. Tam-
bién, en estos pacientes, el M. marinum puede producir
lesiones cutaneas, luego del contacto con aguas contami-
nadas, las cuales pueden confundirse con sarcoma de Ka-
posi’s y esporotricosis [14, 15].

Entre las micobacterias de crecimiento rapido capaces de
producir enfermedad en el humano estan el grupo M. for-
tuitum, grupo M. chelonae-abscessus, y el grupo M.
smegmatis. Previo a los estudios moleculares, los grupos
M. chelonae-abscessus y M. fortuitum fueron considerados
como subespecies o biovariantes respectivamente, actual-
mente se consideran especies separadas [16]. Estas mico-
bacterias son consideradas como patégenos humanos y
pueden causar enfermedad tanto en personas sanas como
en inmunocomprometidas. Aunque la infeccién disemina-
da es rara, en la actualidad existen reportes de este tipo de
afeccion en pacientes con VIH/SIDA. Otros factores pre-
disponentes para una infeccion diseminada, son: la presen-
cia de enfermedades de base como linfoma, leucemia,
hemodialisis asociada con falla renal, asi como el uso de
medicamentos inmunosupresores [13,16,17,18,19]. La
enfermedad més comun asociada con estos complejos son
las infecciones de los tejidos blandos como resultado de la
inoculacion directa de material contaminado. Entre el 60-
80% de los casos de infecciones posquirurgicas, asi como
las relacionadas con el uso de catéteres, son debidas a
estos grupos [13].

La amplia presencia de las micobacterias como agentes
patdgenos, amerita la implementacion de métodos de ais-
lamiento e identificacion factibles de ser usados oportu-
namente y que permitan obtener resultados en corto tiem-
po, para asi poder administrar el tratamiento médico ade-
cuado. La principal limitante de los métodos tradicionales
de laboratorio para la deteccion e identificacion de mico-
bacterias, es el tiempo minimo requerido (entre 3 a 8 se-
manas) para la obtencion de resultados confiables. Esto ha
llevado a la necesidad de implementar nuevas estrategias
para disminuir el tiempo necesario para el diagnostico
microbiologico final de la muestra clinica [20, 21].

La técnica de amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de secuencias de ADN especie especifi-
cas, ha sido usada para la identificacion de las micobacte-
rias. Se han utilizado diferentes blancos moleculares pre-
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sentes en el genoma del genero Mycobacterium que codifi-
can para la proteina de 32 KDa [22], para la ARN polime-
rasa rpoB [23], el ARN ribosomal 16S [24,25] y la protei-
na de 65 KDa [26,27], asi como secuencias nucleotidicas
exclusivas del complejo tuberculoso como las secuencias
de insercion IS6110 [28,29], y como secuencias aparente-
mente Unicas de M. tuberculosis la secuencia mip40 [30,
31]. La PCR se ha utilizado en combinacién con hibrida-
cién molecular [29] o digestion enzimatica (PRA) [32]
para la identificacion de especies de micobacterias presen-
tes en muestras clinicas [26]. La correlacion entre las
pruebas de identificacion microbiologica y de biologia
molecular a partir de muestras clinicas esta aun en etapa de
validacion [33,34,35]. Es por ello que nos propusimos
realizar esta investigacion, dirigida a detectar, aislar e
identificar por técnicas microbiologicas las micobacterias
que pudiesen estar infectando a pacientes con tuberculosis
o donde se sospeche su presencia y una vez aisladas com-
parar la identificacion microbiologica con la identificacion
por biologia molecular.

Materiales y Métodos

Muestras

Para realizar éste trabajo, se estudiaron 256 muestras
clinicas de diferentes procedencias (lavado bronquial,
biopsia de tejido, esputo, orina, pus de abscesos, heces,
biopsias, sangre, liquidos corporales, médula o6sea), las
cuales fueron procesadas en un tiempo no mayor de 24-48
horas una vez recibidas. Las muestras clinicas fueron ob-
tenidas de pacientes hospitalizados en los Servicios de
Neumonologia y de Enfermedades Infecciosas del Adulto
del Hospital Universitario de Caracas durante los afios
1998-2000, asi como de pacientes ambulatorios que fueran
referidos a nuestra Seccion en el mismo periodo de tiempo.

Estudios bacteriologicos

De cada muestra recibida se realizaron frotis para las
coloraciones de Gram y Ziehl-Neelsen. Las muestras se
sometieron al proceso de descontaminaciéon y homogeni-
zacion, segin el método de Petroff [36] y se cultivaron en
el medio de Lowenstein Jensen (tres tubos), incubandolos
a temperatura ambiente, a 37°C, y a 42 °C. Los cultivos se
observaron por un periodo de siete dias, hasta un maximo
de sesenta dias. En aquellas muestras con crecimiento
bacteriano presuntivo de micobacterias se estudiaron los
siguientes parametros: Aspectos macroscopicos de las
colonias (morfologia, fotocromogenicidad), aspectos mi-
croscopicos del cultivo (coloraciones), determinacion de
las caracteristicas del cultivo (tiempo y temperatura opti-
ma de crecimiento) y pruebas bioquimicas convencionales
para la determinacion de especie (catalasa a temperatura
ambiente, a 68°C y semi-cuantitativa, niacina, reduccion
de nitratos, tolerancia al NaCl al 5%, hidrdlisis Twen-80,
arylsulfatasa, ureasa, crecimiento en MacConkey sin cris-
tal violeta, captacion de hierro y reduccion del telurito),
todas estas pruebas se realizaron de acuerdo a las reco-

mendaciones convencionales [6,20,32,36,37]. En base a
estas pruebas se identificaron como:

a. M. tuberculosis las que dieron positivas para niacina,
catalasa a temperatura ambiente, tolerancia a NaCl al 5% y
reduccion de nitratos y catalasa a 68 °C negativa.

b. M. chelonae con pruebas positivas para catalasa a
temperatura ambiente y 68°C, arylsulfatasa (3 dias), cre-
cimiento en McConkey sin cristal violeta, y reduccion de
telurito y negativas la produccion de pigmento, reduccion
de nitratos, tolerancia a NaCl 5%, hidrolisis de Tween-80,
hidrélisis de la urea y captacion de hiero.

c. M. marinum: pruebas positivas para catalasa tempera-
tura ambiente y 68°C, produccién de pigmento luego de
fotoinduccion, hidrolisis de Tween-80, hidrolisis de la
urea, reduccion de telurito y negativas la produccion de
pigmento en oscuridad, niacina, tolerancia a NaCl 5%,
arylsulfatasa (3 dias), crecimiento en McConkey sin cristal
violeta y captacion de hierro, con velocidad de crecimiento
rapido (6 dias).

d. M. fortuitum: pruebas positivas para catalasa a tempe-
ratura ambiente y 68°C, reduccion de nitratos, tolerancia a
NaCl 5% e hidrdlisis de tween 80, arylsulfatasa (3 dias),
hidrolisis de la urea, crecimiento en McConkey sin cristal
violeta, captacion de hiero y reduccion de telurito y nega-
tiva la produccién de pigmento, con una velocidad de
crecimiento rapida (20, 36, 37, 38).

Como controles de crecimiento se utilizaron las cepas de
M. tuberculosis H37TRv, M. smegmatis 1008 (gentilmente
donada por el Dr. Arend Kolk del Royal Tropical Institute,
Amsterdam, Holanda) y M. africanum ATCC 35711, M.
kansassi, M. scrofulaceum. (Gentilmente proporcionadas
por la Dra. Marta I Guerrero de Instituto Nacional de Sa-
lud, Centro Nacional de tuberculosis de Colombia. Bogota
DC, Colombia).

Estudios de Biologia Molecular

Con la finalidad de evaluar la eficiencia y utilidad de la
técnica de PCR para la identificacion de micobacterias, se
estudiaron un total de 16 aislados micobacterianos, los
cuales fueron analizados en la Seccion de Biologia Mole-
cular de Agentes Infecciosos (IME) sin conocer la identifi-
cacion microbioldgica. Se usaron como controles positivos
para la identificacion, las micobacterias de referencia: M.
africanum ATCC 35711, y otras de la coleccion de mico-
bacterias del Laboratorio Nacional de Referencias de Tu-
berculosis de Colombia (Bogota, Colombia): M. tubercu-
losis H37Rv-TMC 102, M. avium, M. térrea, M. triviale,
M. kansassi, M. marinum, M. szulgai, M. simiae, M. non-
cromogenicum, M. flavescens. También se utilizd la M.
scrofulaceum 9801809 gentilmente proporcionada por la
Dra. Sofia Toro del Instituto Nacional de Higiene (Cara-
cas, Venezuela) y M. avium intracelular de la Seccion de
Bacteriologia del Instituto de Medicina Tropical (Caracas,
Venezuela).
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Aislamiento del material genético (ADN) de las cepas
bacterianas

Se tomaron 10 o mas colonias de los aislados y se trans-
firieron a un tubo de microcentrifuga con 500 pl de amor-
tiguador TE 1X (10 mM Tris—HCl1, 0.1 mM EDTA , pH
7.0). Las células se inactivaron a 100°C por 20 minutos y
se les afiadid lisozima a una concentracion final de 200
pg/ml, incubdndose por una hora a 37°C. Finalizada la
incubacion, se les agregd SDS (dodecil sulfato de sodio) y
proteinasa K, a concentraciones finales de 1% y 250 pg/ml
respectivamente, incubandose por 10 minutos a 60°C. Una
vez ajustada la concentracion a 1.5 M de NaCl y 1% de la
solucion CTAB/NaCl, se les extrajo el ADN con un volu-
men igual de una mezcla de cloroformo: alcohol isoamili-
co (24:1). Se centrifugd a temperatura ambiente por 5
minutos a 12.000 x g. Se recuperd la fase acuosa y se pre-
cipitaron los 4cidos nucleicos con 0,6 volumenes de iso-
propanol, por 30 minutos a -20°C, para luego centrifugarla
por 15 minutos a temperatura ambiente a 12.000 x g. El
precipitado se lavé con una solucion de etanol frio al 70%
para remover residuos de CTAB y NaCl y se centrifugd a
12.000 x g por 5 minutos, eliminando cuidadosamente el
sobrenadante. E1 ADN se resuspendié en 100-150 pl de
amortiguador TE y se estimo la concentracion mediante la
absorbancia a 260 nm/280nm. El ADN asi obtenido se
guardé a -20°C hasta ser utilizado en la reaccion de ampli-
ficacion.

Reaccion de polimerizacion en cadena (PCR)

Se utilizaron como blancos moleculares para PCR va-
rias secuencias nucleotidicas presentes en el género de las
micobacterias: la secuencia IS6110 (presentes en el com-
plejo M. tuberculosis), mip40 (presente en M. tuberculosis)
y hsp65 (presente en las micobacterias, nocardias y acti-
nomices). Los oligonucle6tidos empleados, la secuencia a
amplificar y el tamaiio del producto de PCR, asi como el
protocolo de amplificacion y el analisis de polimorfismo
de restriccion (PRA) son los descritos previamente
[29,30,31]. Ademas, se uso el método de Wong y col., [33]
que se basa en la amplificacion por PCR de un fragmento
del gen hsp65 seguido del andlisis de restricciéon usando
las enzimas de restriccion Sau961 y Cfol.

Analisis de restriccion de los productos de PCR

Los productos de la reaccion de amplificacion y diges-
tion se visualizaron utilizando electroforesis en geles pla-
nos de agarosa al 1.2 y 4% p/v en TBE 1X (0.1 M Tris
HCI, 0.09 M acido boérico, 0.0001 M EDTA, pH 8.4). El
ADN fue visualizado usando bromuro de etidio y bajo luz
ultravioleta. El andlisis de restriccion se realizé siguiendo
el protocolo descrito por Telenti y col, [32]. Los patrones
de digestion obtenidos con las enzimas BstEIl y Haelll se

analizaron utilizando el programa de Equipo BIORAD Gel
Doc Quantity One 4.1 y se ingresaron a la base de datos
PRAsite del Instituto Pasteur, Francia, para identificar la
especie por comparacion mediante el calculo del indice de
similitud entre el patrén ingresado y los disponibles en la
base de datos PRAsite: http://www.hospvd.ch:8005 (acce-
so realizado Julio 25, 2002).

Resultados

Se estudiaron un total de 256 muestras clinicas (Tabla 1)
procedentes de 188 pacientes, hospitalizados o ambulato-
rios, que fueron referidos de diferentes centros hospitala-
rios de la ciudad de Caracas, con tuberculosis o sospecha
clinica de tuberculosis.

Tabla 1. Tipos de muestras estudiadas.

Muestras Ne
Esputo 82
Orina 25
Biopsias de piel 6
Otras biopsias * 21
Liquidos corporales** 16
Sangre 20
Liquido cefalorraquideo 16
Secreciones y/o abscesos 43
Lavado bronquial 10
Lavado gastrico 6
Medula 6sea 9
Heces 2
Total 256

* Mesenterio, tejido blando, éseo,
pared abdominal; ** pleural, ascitico, articular.

Del total de muestras, 24 (9,37 %) fueron baciloscopia
positivas. En el 100% de éstas se logro el aislamiento de
bacilos acido alcohol resistentes, los cuales fueron poste-
riormente identificados bacteriolégicamente como: M.
tuberculosis (17 muestras): M. chelonae (4) 1 M. marinum
(1), MNT no identificadas (2) y Nocardia braziliensis (2),
aisladas en las muestras 58 y 61. En las restantes 232
muestras, que fueron baciloscopia negativas, se obtuvieron
17 (7,32%) aislados que correspondieron a: M. tuberculo-
sis (8) y 9 MNT, que fueron identificadas como: M. chelo-
nae (2), M. marinum (3), M. fortuitum (3), y 1 MNT que
no se pudo identificar bioquimicamente. Los datos se
resumen en la Tabla 2.

Cuando desglosamos los aislamientos obtenidos de acuer-
do al tipo de muestra, observamos que de 22 muestras de
origen respiratorio, aislamos 17 M. tuberculosis (16 mues-
tras BK+ y 1 muestra BK-), y otros 5 aislados correspon-
dieron a MNT (5/22): 4 muestras baciloscopia negativa y
una baciloscopia positiva
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No de Muestra N°  Tipo de muestra Coloracién Crecim ient.q/ I
aislados ZN Identificacion Bioquimica
1 1 Lavado bronquial + M. tuberculosis

2 12 Lavado bronquial - MNT (no identificado)
3 18 Lavado bronquial + M. tuberculosis

4 26 Biopsia de absceso en torax - M. marinum

5 44 Biopsia de piel region inguinal - M. tuberculosis

2 58 Absceso en el muslo + AN/[ lff:sl;?liiisis

g 61 Absceso abdominal + ?Vl lff:jsoirlliijsis

10 64 Biopsia de piel region inguinal - M. tuberculosis

11 75 Liquido articular - M. tuberculosis

12 106 Biopsia de ganglio + M. tuberculosis

13 112 Biopsia de pleura - M. tuberculosis

14 137 LCR - M. tuberculosis

15 142 Esputo + M. tuberculosis

16 144 Secrecion de ulcera en la mano - M. marinum

17 159 Esputo + M. tuberculosis

18 160 Esputo + M. tuberculosis

19 161 Esputo + M. tuberculosis

20 164 Esputo + M. tuberculosis

21 166 Secrecion de ulcera en la mano - M. marinum

22 167 Secrecion de absceso en la axila - M. tuberculosis

23 168 Absceso de cuello - M. tuberculosis

24 169 Secrecion absceso de muslo + M. chelonae

25 180 Esputo + M. tuberculosis

26 181 Esputo + M. tuberculosis

27 182 Lavado gastrico + M. tuberculosis

28 186 Esputo - M. fortuitum

29 188 Esputo - M. fortuitum

30 220 Esputo - M. fortuitum

31 211 LCR - M. tuberculosis

32 241 Esputo + M. tuberculosis

33 266 Esputo + M. tuberculosis

34 273 Absceso abdominal - M. chelonae

35 277 Esputo + M. tuberculosis

36 283 Secrecion de nodulos en muslo - M. chelonae

37 289 Esputo + MNT (no identificado)
38 290 Esputo + M. tuberculosis

39 291 Esputo + M. tuberculosis

40 295 Secrecion de absceso en mano + M. marinum

41 298 Absceso abdominal + M. chelonae

42 304 Esputo + M. tuberculosis

43 312 Secrecion nodulo en mano derecha + MNT( no identificado)

ZN: coloracion de Ziehl-Neelsen, MNT: micobacteria no tuberculosa

83
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Con respecto a las 19 muestras de origen no respiratorio se
aislaron 8 M. tuberculosis: 7 fueron baciloscopia negativa
y solo una Dbaciloscopia positiva. De las restantes 11
muestras: 6 fueron MNT baciloscopia positiva y 5 bacilos-

copia negativa. En dos de estas muestras se encontr6 coin-
feccion con M. chelonae y N. brassiliensis .Los resultados
se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Aislamientos de micobacterias de acuerdo al tipo de muestras.

Tipo Muestra Alslados Otros Microorganismos/ BK+
MT/BK+ MT/BK- MNT/BK+ MNT/BK-

Respiratorias / 22 16 1 1 4

No respiratorias / 19 1 7 6 5

Total 41 17 8 7 9 2

MT: M. tuberculosis, BK+: baciloscopia positiva, BK-: baciloscopia negativa, MNT: micobacteria no tuberculosa.

En resumen se obtuvieron 43 aislados de los cuales 25
(58,14%) fueron M. tuberculosis y 16 (37,2%) micobacte-
rias no tuberculosas, ademas del aislamiento de 2 Nocar-
dias.

Adicionalmente, y con la finalidad de analizar la utilidad
de la PCR para la identificacion de micobacterias, se estu-
diaron por este método, y sin conocer los resultados de la
identificacion bioquimica, 16 aislados identificados bio-
quimicamente como: 12 M. tuberculosis, 3 M. chelonae, y
1 M. marinum. Se amplifico la secuencia IS6110 y mtp40
del complejo tuberculosis en 12 de los 12 aislados de M.
tuberculosis, confirmando la identificacion bioquimica. De

los 3 aislados de M. chelonae, 2 fueron identificados me-
diante PCR como M. chelonae tipo I (N° 58 y N° 61).
Ademas, se determind la coinfeccion de M. chelonae tipo 1
y M. tuberculosis en estas muestras. El otro aislado, el cual
fue identificado bioquimicamente como M. chelonae, se
identific6 como M. gordonae tipo 8. Para la identificacion
correcta del aislado de M. marinum se requirié la amplifi-
cacion de otro segmento diferente del gen Asp65 y poste-
rior digestion con las enzimas de restriccion Sau961 'y Cfol
(Tabla 4). En conclusion la correlacion entre la identifica-
cion por métodos bioquimicos y moleculares en los aisla-
dos estudiados fue de un 93%.

Tabla 4. Resultados de la amplificacién por PCR de los aislados de micobacterias.

Identificacion molecular: Secuencia nucleotidica

N° de N°IMT /

aistado "™ 1dentificacion 16110 mipd0  Gen hsp65-PRA

1 SEMAI  1/M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
2 IMT 18/M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
3 IMT 44/ M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
Co e el
ST e TS R Cotntucden

6 IMT 75 | M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
7 IMT 106//M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
8 IMT 112/ M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
9 IMT 137/ M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
10 IMT 142 /M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
11 IMT 161/ M. tuberculosis  Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
12 IMT 164/ M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
13 IMT 182/ M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
14 IMT 241/ M. tuberculosis Positivo Positivo Complejo M. tuberculosis
15 IMT 295/ M. marinum Negativo NR M. marinum *

16 IMT 298/ M. chelonae Negativo NR M. gordonae tipo IV

SEMAL: Seccion de Biologia Molecular de Agentes Infecciosos, IMT: Instituto de Medicina Tropical,
NR: No Realizado, *confirmado mediante la amplificacion de varios blancos moleculares.
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Discusion

El presente estudio se realiz6 con el objeto de establecer
la presencia de M. tuberculosis o de micobacterias no
tuberculosas como agentes causales de enfermedad en una
muestra de pacientes con sospecha clinica de tuberculosis.
También estaba dirigido a evaluar la capacidad de identifi-
car las micobacteria utilizando para ello herramientas
moleculares. Uno de los principales logros del presente
trabajo fue demostrar que hay un alto porcentaje (37%) de
pacientes con infeccion por MNT en la poblacién analiza-
da.

Las MNT a nivel mundial se han considerado como
agentes causantes de un gran ntimero de infecciones pul-
monares o no pulmonares, asi como de infecciones dise-
minadas, tanto en individuos inmunocompetentes, como en
pacientes con compromiso inmunolégico [14,39,40]. Sin
embargo, la presencia de estas micobacterias como flora
habitual del medio ambiente hace dificil determinar la
importancia médica de un resultado de cultivo positivo
para MNT a partir de una de una muestra clinica. Por ello
se requiere y recomienda para el correcto diagnostico el
aislamiento de la MNT a partir de varias muestras clinicas
del mismo paciente. En la practica clinica, implicarlos
como el agente causal de enfermedad en pacientes inmu-
nocompetentes, es mas dificil, ya que se asume en forma
generalizada que estas micobacterias son agentes infeccio-
sos poco frecuentes en esta poblacién. Su presencia como
microorganismos colonizantes es aun discutida, ya que no
se sabe con exactitud cual es el tipo de interaccién que se
establece entre el huésped y la micobacteria. Esta interac-
cién debe ir mas alla de una simple colonizacion, ya que la
exposicion al MNT produce una respuesta de hipersensibi-
lidad intermedia a la proteina purificada derivada (PPD)
por reaccion cruzada contra los antigenos comunes presen-
tes en todas las micobacterias [41].

Las infecciones causadas por MNT han aumentado a
nivel mundial, y las razones de este incremento no son
muy claras. Entre los argumentos estan: una mayor efi-
ciencia de los laboratorios para aislar e identificar este tipo
de micobacterias y un aumento en la susceptibilidad de la
poblacion debido a un incremento en numero de indivi-
duos inmunosuprimidos y sobrevivientes con enfermeda-
des debilitantes susceptibles a este tipo de agentes oportu-
nistas [42]. En el presente trabajo un 37.2% de los aislados
correspondieron a MNT, un valor mucho mayor que lo
reportado para otros paises [13,14,42,43,44,45,46,47] y
probablemente un valor mayor a lo estimado. Una de las
posibles causas del resultado obtenido se deba a la realiza-
cion de varios cultivos a diferentes condiciones de tempe-
ratura optimizandose al maximo las capacidades del dia-
gnoéstico bacteriologico. Este alto porcentaje obtenido
advierte la necesidad de incluir el aislamiento e identifica-
cion de MNT como parte de la rutina de diagndstico mico-
bacteriologico. Para lograr esto se requiere a) un mayor
conocimiento por parte del médico tratante sobre las posi-
bilidades de infeccion por MNT en nuestra poblacion y b)
incrementar la capacitacion del personal del laboratorio en
cultivo e identificacion de micobacterias.

Dentro de los métodos de diagnostico de la tuberculosis,
la baciloscopia es el método mas usado dentro de los pro-
gramas de control de la tuberculosis, ya que se le considera
el mejor y el mas rapido para detectar los casos baciliferos,
que representan los de mayor riesgo de transmision e in-
feccion para la comunidad. Sin embargo, es el menos sen-
sible de los métodos, ya que se requieren entre de 10° a 10°
microorganismos/ml de muestra para obtener un resultado
positivo. En este estudio logramos diagnosticar 24 casos
baciliferos (baciloscopia positiva) de los cuales 17 fueron
obtenidos a partir de muestras de origen respiratorio. Estos
pacientes hubiesen sido considerados como casos de tuber-
culosis dentro del Programa Nacional de Control de la
tuberculosis por ser baciloscopia positivos y se les hubiese
iniciado tratamiento antituberculoso, sin embargo, una vez
aisladas e identificadas las micobacterias, 16 correspondie-
ron a M. tuberculosis y una MNT.

Las otras 7 muestras con baciloscopia positiva, corres-
pondieron a muestras de origen extrapulmonar, se aislo en
solo una de ellas M. tuberculosis. En los otros 6 casos se
aislaron e identificaron MNT. Este resultado demuestra la
presencia de micobacterias no tuberculosas como agentes
causales de infeccion respiratoria o asociadas a lesiones en
la piel, muchas veces no sospechadas por el clinico y por
ende no aislados e identificados los microorganismos por
el laboratorio.

Desafortunadamente y posiblemente por razones de
indole operacional y/o econémicas, es politica de la Coor-
dinacién Nacional de Salud Respiratoria incluir como caso
de tuberculosis a los pacientes con muestras clinicas posi-
tivas al microscopio, inicidndoles tratamiento antitubercu-
loso en base a esta prueba diagnostica. No se realiza el
cultivo de rutina a los casos BK positivos y en muchos
estados del pais no se realiza el cultivo como herramienta
diagnoéstica. Esto significa que algunos casos de infeccion
por MNT son tratados con drogas antituberculosas conven-
cionales, las cuales no necesariamente producen adecuada
respuesta terapéutica. Especialmente en aquellos casos en
los cuales el tratamiento antituberculosos inicial no produ-
ce la respuesta deseada, debe sospecharse también la posi-
bilidad de infeccion por MNT. Lo ideal seria poder cultivar
todos los casos baciliferos y hacer la identificacion de las
micobacterias y las pruebas de susceptibilidad a drogas
dentro de la rutina del programa. En otros paises las mues-
tras referidas para el diagnostico de tuberculosis o mico-
bacteriosis son procesadas mediante el examen directo (la
baciloscopia) y deteccion de especies mediante sondas o
amplificacion de acidos nucleicos en las muestras directa-
mente y en todos los casos se realiza el cultivo [21,46],
como parte de la rutina de los laboratorios encargados del
diagndstico de tuberculosis. Una vez obtenido el cultivo,
éste se subcultiva para pruebas tanto bioquimicas de identi-
ficacion y resistencia, como para el andlisis molecular con
varios blancos especificos de género, especie y grupo.

Ademas, de las muestras baciloscopia negativa, crecieron
17 aislados, de los cuales 8 fueron M. tuberculosis y 9
correspondieron a MNT. Cinco [5] de estos pacientes pre-
sentaron sintomatologia respiratoria, aislandose en solo
uno de ellos M. tuberculosis y los otros fueron 4 MNT. Las
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micobacterias aislada en 3 de estos casos fue M. fortuitum,
una micobacteria de crecimiento rapido no pigmentada,
clasificada dentro del grupo IV de Runyon, capaz de pro-
ducir infeccidon respiratoria. En otros estudios realizados
[30,40,41,42] M. fortuitum no es el agente mas comun,
pero se le han atribuido infecciones pulmonares fatales
[43]. Es importante destacar que este microorganismo
suele ser resistente a algunas de las drogas usadas contra
M. tuberculosis [42], por lo que el patron de susceptibili-
dad a drogas debe ser determinado antes de aplicar trata-
miento. Nuestros resultados demuestran que las micobac-
terias no tuberculosas pueden ser agentes causales de sin-
tomatologia respiratoria, y permite suponer que algunos
pacientes sintomaticos respiratorios cronicos, no son trata-
dos adecuadamente, ya que el médico orienta su diagnodsti-
co con la baciloscopia y no se busca o solicita la realiza-
cion del cultivo, Esto evidencia la posibilidad de un sub-
diagnostico y por ende un subregistro de infeccion respira-
toria por MNT en nuestro pais.

A partir de las muestras extrapulmonares con bacilosco-
pia negativa (9/16) se logro aislar y hacer la identificacion
bacteriologica: 6 fueron M. chelonae, 4 de M. marinum, y
1 MNT no identificados, ademas en dos muestras se en-
contré coinfeccion con N. brassiliensis, lo cual hace mas
dificil el diagnoéstico y la seleccion del adecuado trata-
miento y sefiala nuevamente la importancia de la realiza-
cion del cultivo como método de diagnostico bacteriologi-
co definitivo.

Se requiere cada vez mas la identificacion de este grupo
de bacterias y la determinacion de sus patrones de resis-
tencia, para lograr el adecuado diagnostico Son necesarios
estudios de prevalencia a la infeccion por MNT en la po-
blacién venezolana. En otro trabajo realizado por nosotros
recientemente, también aislamos e identificamos diferen-
tes MNT a partir de tejidos provenientes de pacientes que
fallecieron con diagnostico presuntivo de tuberculosis o
sin causa etiologica [46], lo que argumenta aun mas la
urgencia con la que deben ser respondidas las necesidades
antes seflaladas.

Adicionalmente, nuestro trabajo permitié verificar la
utilidad de las técnicas moleculares, ya que en el 100% de
los aislados identificados bioquimicamente como M. fu-
berculosis, que fueron estudiados por PCR se corrobord su
identificacion. De las secuencias utilizadas, la IS6710 ha
sido ampliamente usada como blanco de amplificacion y
en la identificacion de micobacterias pertenecientes al
Complejo de M. tuberculosis, ya que esta presente en for-
ma repetida en el genoma de estas bacterias, y la secuencia
mip40 esta presente como copia unica en M. tuberculosis,
ambas blancos son buenos candidatos para la identifica-
cioén de M. tuberculosis. En cuanto a los aislados de MNT
que fueron analizados con PCR y PCR-PRA, fueron co-
rrectamente identificados 3 de los 4 aislados ensayados. El
aislado N° 16 identificado bioquimicamente como M.
chelonae, por PCR se identifico6 como M. gordonae tipo
IV. Para aclarar esta discrepancia se requiere la realizacion
de la amplificacion de otras secuencias blanco. El labora-
torio de micobacterias debe esforzarse en proporcionar
resultados confiables en el menor tiempo posible, para lo

cual debe combinarse necesariamente la identificacion
bioquimica con métodos moleculares, ya que estos ultimos
requieren para su realizacion de tiempos menores (4-5
horas) y comienzan a usarse en otros laboratorio en el
mundo como parte de la rutina diagndstica. En nuestro
caso se requiere utilizar estas metodologias en un mayor
nimero de muestras para establecer el porcentaje de corre-
laciéon entre estas pruebas moleculares y las bioquimicas
convencionales.
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