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Resumen: Las micobacterias no tuberculosas son patdgenos oportunistas capaces de producir infecciones pulmonares y extrapulmonares.
El aumento de su incidencia se ha acelerado después de la aparicion del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En este
trabajo se estudiaron 40 cepas aisladas de pacientes infectados por el Virus de Inmunodeficiencia Humana, A los aislamientos con signifi-
cacion patogénica se le aplico el estudio de los patrones de las fracciones de acidos micdlicos. Los resultados fueron: 9 Mycobacterium
avium, 8 Mycobacterium fortuitum, 4 Mycobacterium flavescens, 4 Mycobacterium smegmatis, 3 Mycobacterium marinum, 4 Mycobacte-
rium gastri, 2 Mycobacterium gordonae, 2 Mycobacterium chelonae, 1 Mycobacterium xenopi, 1 Mycobacterium phlei, 1 Mycobacterium
triviale, y 1 Mycobacterium malmoense. Solo 5 de estas cepas estaban asociadas a cuadros clinicos: 2 Mycobacterium avium (micobacte-
riosis diseminada y renal respectivamente), 1 Mycobacterium gordonae (lesiones en piel), 1 Mycobacterium fortuitum (linfadenitis sub-
maxilar), 1 Mycobacterium malmoense (linfadenitis submaxilar). Las especies mas frecuentemente aisladas fueron M. avium y M. fortui-
tum acorde con lo revisado en la literatura. La aplicacion simultanea de las técnicas convencionales y el estudio de las fracciones de aci-
dos micdlicos ha permitido obtener resultados mas confiables por lo que recomendamos su aplicacion en estos estudios.
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Identification of non tuberculosis mycobacteria from
HIV/AIDS patients by conventional methods and
by study of mycolic acid fractions

Abstract: Non tuberculosis mycobacteria are opportunist pathogens whose frequency in human infections has increased after the appear-
ance of the Acquired Immunodefficiency Syndrome (AIDS). In this work we studied 40 strains isolated from patients infected by the
Human Immunodefficiency Virus and isolates with pathogenic significance were further analyzed for diagnostic confirmation by the
method that studies mycolic acid fractions. After identification, the results were: 9 Mycobacterium avium, 8 Mycobacterium fortuitum, 4
Mycobacterium flavescens, 4 Mycobacterium smegmatis, 3 Mycobacterium marinum, 4 Mycobacterium gastri, 2 Mycobacterium gor-
donae, 2 Mycobacterium chelonae, 1 Mycobacterium xenopi, 1 Mycobacterium phlei, 1 Mycobacterium triviale, and 1 Mycobacterium
malmoense. Only five of these strains were associated to clinical symptoms: 2 Mycobacterium avium (disseminated and renal mycobacte-
riosis respectively), 1 Mycobacterium gordonae (skin lesions), 1 Mycobacterium fortuitum (submaxilar lymphoadenitis), and 1 Mycobac-
terium malmoense (submaxilar lymphoadenitis). The species most frequently isolated were: M. avium and M. fortuitum, in agreement
with a bibliographic revision. The simultaneous application of conventional techniques and the study of mycolic acid allowed us to obtain
more trustworthy results.
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Introduccion

La tuberculosis es la enfermedad micobacteriana mas
antigua conocida, sin embargo hay otras especies de mi-
cobacterias, diferentes a las pertenecientes al Complejo
tuberculosis, llamadas micobacterias atipicas, micobacte-
rias no tuberculosas (MNT) o mas recientemente denomi-
nadas como micobacterias oportunistas, que son capaces
de provocar enfermedades denominadas micobacteriosis
[1].

Estas especies cada vez toman mayor importancia por su
asociacion a casos clinicos en humanos y hasta ahora hay
mas de 80 especies descritas, que en muchas ocasiones son
patogenos oportunistas con grados variables de virulencia.
Antes de la pandemia del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), las micobacterias estaban confinadas
principalmente a infecciones pulmonares. El surgimiento
del SIDA ha cambiado dramaticamente la epidemiologia
de las micobacterias atipicas; entre un 25-50% de estos
pacientes estan infectados por ellas. Las infecciones pue-
den ser generalizadas en dependencia del grado de inmu-
nodepresion del paciente, por lo que el diagnostico puede
resultar dificil ya que varias enfermedades pueden llegar a
estar asociadas [2].

La importancia de las enfermedades producidas por este
grupo de patogenos, lejos de disminuir con el aumento de
los conocimientos cientificos respecto a las mismas, conti-
nua en franco ascenso. Este aumento ha llevado a un in-
cremento paralelo en la investigacion y conocimiento de
estas especies micobacterianas, que ha derivado en la bus-
queda de nuevos criterios diagndsticos y terapéuticos para
cada una de ellas. Por todo ello pensamos que la microbio-
logia clinica de las micobacterias es fundamental para el
diagnostico precoz y para el control de estas infecciones
[2,3].

El objetivo de este trabajo es la identificacion de espe-
cies micobacterianas a partir de muestras clinicas pulmo-
nares y extrapulmonares procedentes de un grupo de pa-
cientes VIH positivos sintomaticos, mediante esquemas
bioquimicos de identificacion y la aplicacion de la técnica
alternativa diagnostica de cromatografia en capa delgada
CCD) para el estudio de los patrones de las fracciones de
acidos micdlicos.

Materiales y Métodos

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio Nacional
de Referencia e Investigaciones de Tuberculosis y Mico-
bacterias (LNR-TB/Micobacterias) del Instituto de Medi-
cina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), La Habana, Cuba.

Se estudiaron 40 cepas aisladas de pacientes sintomati-
cos VIH/SIDA. Estos pacientes habian sido tratados en el
IPK, Hospital Nacional de Referencia para la atencion a
pacientes VIH/SIDA. Las cepas fueron procesadas en el
LNR-TB/Micobacterias. Todas las cepas aisladas fueron
subcultivadas en medio Lowenstein-Jensen modificado
(Unidn Internacional de la Tuberculosis, UIT) incubandose
a 37 °C durante 3-4 semanas para posteriormente realizar
la clasificacion e identificacion micobacteriana por el

esquema bioquimico utilizado en nuestro laboratorio. Co-
mo controles positivos y negativos en las pruebas bioqui-
micas se utilizaron cepas de referencia pertenecientes a la
coleccion de nuestro laboratorio [4].

Nuestro esquema de identificacion consiste en el analisis
de diferentes pruebas: caracterizacion fenotipica y cultural,
produccién de pigmentos, tiempo de crecimiento, tempera-
tura, determinacion de enzimas y crecimiento en presencia
de diferentes sustratos y drogas siguiendo el protocolo de
identificacion bioquimica recomendado, como parte de
una tarea de referencia que lleva nuestro laboratorio.

Las prucbas realizadas fueron: temperatura de creci-
miento, produccion de pigmento, tiempo de crecimiento,
nitratasa, catalasa 68°C, catalasa vertical, ureasa, pyrazi-
damidasa, arilsulfatasa, lipasa, niacina, telurito de potasio,
crecimiento en agar, acido picrico, resistencia a la hidraci-
da del acido 2-tiofenocarboxilico (TCH), al acido parani-
trobenzoico (PNB), a la hidroxilamina (HA), y a la isonia-
cida (INH), tolerancia al NaCl 5% y captacion de hierro
Fe. Las cepas fueron identificadas utilizando las tablas de
identificacion propuestas por el propio protocolo.

Varios han sido los protocolos de pruebas utilizadas en
los laboratorios de Micobacteriologia para la identificacion
fenotipica y bioquimica de especies micobacterianas; en
nuestro caso se utilizd6 un esquema de 19 pruebas, como
parte de un protocolo perteneciente a un proyecto interna-
cional. Este esquema bioquimico de identificacion se crea
con el objetivo de tratar de lograr un algoritmo de trabajo
homogéneo para los Laboratorios Nacionales de Referen-
cia de Latinoamérica con el fin a poder realizar, en un
futuro, estudios que garanticen la calidad del diagnostico
de las especies micobacterianas [4].

Para la extraccion de las fracciones de acidos micoélicos
se utilizd como proceso de liberacion y esterificacion la
metandlisis acida recomendada en la literatura [5-8]. La
biomasa micobacteriana se somete a extraccion con cloro-
formo-metanol (1:1 v/v) a temperatura ambiente durante
18 horas, se desecha el sobrenadante, posteriormente a la
biomasa se le adicion6 4 mL de una mezcla de metanol-
tolueno-acido sulftrico (30:15:1 v/v/v), esta mezcla se
puso a 75 ~ C durante 18 horas, posteriormente se
neutraliza para eliminar el exceso de acido presente. Las
fracciones de acidos micolicos fueron extraidas con
hexano, finalmente a este extracto se le aplica la técnica de
cromatografia en capa delgada bidimensional.

Resultados y Discusién

Nuestro trabajo consistié en la identificacion de 40 cepas
micobacterianas aisladas de pacientes VIH+, utilizando el
protocolo de identificacion bioquimica recomendado [4].

Las cepas estudiadas e identificadas fueron: M. avium 9
cepas (22,5%), M. fortuitum 8 cepas (20%), M. flavescens
4 cepas (10%), M. smegmatis 4 cepas (10%), M. marinum
3 cepas (7,5%), M. gastri 4 cepas (10%), M. gordonae 2
cepas (5%), M. chelonae 2 cepas (5%), M. xenopi 1 cepa
(2,5%), M. phlei 1 cepa (2.5%), M. triviale 1 cepa (2,5) y
M. malmoense 1 cepa (2,5%).
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En Cuba, Valdivia, JA y Ferra, C realizaron estudios con
el proposito de conocer la circulacion de MNT a nivel
nacional utilizando 12 pruebas de identificacion y encon-
traron que el mayor porcentaje de aislamientos correspon-
dia a las especies M. fortuitum y M. avium. Mas reciente-
mente Paneque A, obtiene resultados similares en un estu-
dio incluye la identificacion de 50 cepas procedentes de
los diferentes Centros Provinciales de Higiene y Epide-
miologia (CPHE) del pais. Los estudios anteriormente
descritos no incluyeron cepas aisladas de pacientes VIH+
[9,10].

Nuestros resultados infieren el mayor nimero de aisla-
mientos de M. avium, coincidiendo con lo descrito ante-
riormente. En la literatura internacional se mantienen a M.
avium y M. fortuitum como las especies micobacterianas
de mayor incidencia de aislamiento en humanos, princi-
palmente en pacientes inmunocomprometidos y las que
mas se asocian a casos de micobacteriosis intra y extra-
pulmonares, aunque especificamente en estos pacientes
como grupo de riesgo, se han encontrado otras especies
micobacterianas asociadas a diferentes patologias [11-18].

La identificacién micobacteriana es compleja, hasta el
momento la utilizacion de protocolos de identificacion con
pruebas fenotipicas y bioquimicas no ha podido ser susti-
tuida. Diferentes investigadores han recomendado la com-
binacion de técnicas alternativas diagndsticas como el
estudio de lipidos por técnicas cromatograficas y la utiliza-
cion de técnicas moleculares, comparando estos tres méto-
dos de identificacién micobacteriana se podria llegar a un
diagnostico mas certero, resultado muy importante para la
oportuna administracion al paciente de una terapia correcta
[19,20].

Solamente a las cepas aisladas con criterio de implica-
cion clinica se le aplicd como técnica confirmativa dia-
gnostica, el estudio de los patrones de las fracciones de
4cidos micdlicos micobacterianos, éstos fueron analizados
empleando la técnica de cromatografia en capa delgada
bidimensional [5-8].

Soélo 5 de las 40 cepas aisladas presentaron implicacion
patogénica: 2 Mycobacterium avium (micobacteriosis dise-
minada y renal respectivamente), 1 Mycobacterium gordo-
nae (lesiones en piel), 1 Mycobacterium fortuitum (linfa-
denitis submaxilar), 1 Mycobacterium malmoense (linfa-
denitis submaxilar) [14-18].

Los resultados de los patrones obtenidos de estas cepas
estan reflejados en la Tabla 1.

Estos resultados nos permitieron realizar la confirmacion
diagndstica de especie de estas cepas.

Los acidos micolicos son acidos grasos B-hidroxilados
con cadena lateral larga en la posicion alfa y son los com-
ponentes lipidicos mayoritarios de la pared celular mico-
bacteriana. Difieren en el numero de atomos de carbono y
en la presencia de los diferentes grupos funcionales. El
patrén de acidos micdlicos de la pared celular micobacte-
riana varia generalmente con la especie, por esta razon el
analisis de estos compuestos tiene gran utilidad en la iden-
tificacion de especies [6,8,19,20].

Tabla 1. Distribucion de los tipos de acidos micolicos reconocidos en las
5 cepas analizadas.

Tipos de acidos micdlicos

Especies I 11 o v v VI VI
M. avium + - - 4+ - + —
M. fortuitum + - - - 4+ = -
M. gordonae + o+ o+ = = -
M. malmoense + + - - - o+ -

Leyenda: I alfa-micolato; II alfa’-micolato; III metoxi-micolato; IV
ceto-micolato; V epodxi-micolato; VI carboxi-micolato; VII w-1
metoxi-micolato.

Los distintos patrones de acidos micolicos micobacteria-
nos determinados por cromatografia en capa delgada uni-
dimensional o bidimensional, surgen como consecuencia
de la composicion cualitativa de una especie determinada,
y de las diferentes movilidades de cada uno de los compo-
nentes en los disolventes empleados en base a sus polari-
dades [5-8].

La aplicacion de la técnica de cromatografia en capa
delgada para el estudio de estas fracciones nos permiten la
diferenciacion de los diferentes tipos de ésteres de acidos
micolicos: tipo I a-micolato, tipo II a’-micolato, tipo III
metoxi-micolato, tipo IV ceto-micolato, tipo V epoxi-
micolato, tipo VI carboxi-micolato, tipo VII w-1metoxi-
micolato. El tipo I esta presente en todas las especies de
micobacterias, el tipo II se encuentra en algunas especies
principalmente las no pigmentadas de crecimiento rapido,
los otros tipos de acidos micdlicos se distribuyen diferen-
temente entre las especies; la mayoria de las especies
micobacterianas solamente presentan patrones de 2 o 3
tipos de acidos micolicos. Dado el nimero limitado de
tipos de acidos micdlicos, en ocasiones varias especies
corresponden al mismo patréon por lo que es necesario
auxiliarse del estudio de las pruebas de identificacion bio-
quimica para complementar estos resultados [7,8,19,20].

El analisis de las fracciones de acidos micoélicos por
CCD junto con las pruebas bioquimicas convencionales es
otra herramienta confirmativa diagnostica de mucho valor
para la identificacion micobacteriana, pues este procedi-
miento permite detectar e identificar la mayoria de espe-
cies usualmente aisladas de infecciones humanas. La de-
terminacion de acidos micolicos por CCD es una técnica
sencilla y util para los primeros pasos de busqueda en la
identificacion micobacteriana, junto con los métodos con-
vencionales, los laboratorios de mayor recursos estudian
estos patrones utilizando técnicas cromatograficas mas
complejas como son la cromatografia liquida de alta reso-
lucion HPLC; por estos estudios se ha detectado especies
nuevas, e infecciones mixtas que no se detectan por las
pruebas convencionales de identificacion [20].

Recientemente Tortoli EM recomienda en su trabajo de
taxonomia micobacteriana, que para lograr un estudio
verdaderamente confiable no se debe discriminar ninguno
de los métodos de identificacion establecidos, con respecto
a la identificacion fenotipica-bioquimica. A pesar de que



Mederos y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2007; 27:50-53 53

algunos autores opinan que estan en caducidad, estos mé-
todos hasta el momento siguen teniendo un papel impor-
tante en el diagnostico micobacteriano [7,8,20].

Por otra parte Mondragéon M, en un estudio comparativo
de tres métodos para la identificacion micobacteriana (mé-
todos convencionales, cromatograficos y moleculares),
analizando costo-beneficio y proponiendo un algoritmo de
identificacion sugiere que se debe aplicar los tres métodos
en el siguiente orden: Si las pruebas bioquimicas indican
una micobacteria no tuberculosa, el aislado serd analizado
por métodos cromatograficos (CCD, HPLC, GLC), si la
identificacion no es clara, el aislado serd sometido al anali-
sis molecular (reaccion en cadena de la polimerasa
“PCR”), finalmente si el aislado no pertenece a ningin
patrén descrito se identificara por secuenciacion de ADN
[19]. El uso de todas estas tecnologias dependera de los
recursos de cada laboratorio de micobacteriologia.

Como observacion final debemos decir que en los labo-
ratorios de micobacteriologia, no se deben desestimar este
tipo de estudios, para, de esa manera, mantener la vigilan-
cia de micobacterias no tuberculosas, pues evidentemente
en la lucha contra las enfermedades ocasionadas por mico-
bacterias, el laboratorio de microbiologia juega un papel
de primera importancia, tanto para registrar los enfermos
como para controlar u orientar los tratamientos o bien, para
proporcionar datos epidemiologicos de interés a las autori-
dades sanitarias.
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