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Introduccién. Las micobacterias no tuberculosas pueden ser saprofitas, patdégenas u
oportunistas; las enfermedades mas comunes producidas por estos microorganismos son las
infecciones posquirdrgicas, principalmente por procedimiento estéticos, infecciones asociadas
con catéteres, enfermedades cutaneas diseminadas, enfermedades pulmonares y del sistema
nervioso central que afectan especialmente a pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana. La identificacion fenotipica de las micobacterias no tuberculosas
incluye pruebas microbiolégicas y bioquimicas, las cuales pueden tomar varias semanas y
algunas veces no logran diferenciar entre los miembros de un complejo.

Objetivo. EIl objetivo fue evaluar la metodologia de reaccién en cadena de la polimerasa-
andlisis de restriccion, como método de identificacion genotipica de micobacterias no
tuberculosas aisladas de muestras clinicas que pertenecen a la coleccion del Instituto Nacional
de Salud.

Materiales y métodos. Se estudiaron 70 aislamientos clinicos de micobacterias no tuberculosas,
criopreservados en glicerol al 50% e identificados mediante metodologias fenotipicas. La
identificacion genotipica se realiz6 por reaccién en cadena de la polimerasa-analisis de
restriccion y se evalué la concordancia entre las metodologias.

Resultados. Se obtuvo una concordancia del 100% en la identificacion de Mycobacterium
terrae, M. szulgai, M. avium, M. chelonae y M. scrofulaceum, en las especies M. fortuitum, M.
abscessus M. gordonae 'y M. intracellulare varié de 44% a 89%; no se obtuvo concordancia en
la identificacién de las especies M. flavescens 'y M. malmoense.

Conclusiones. El andlisis de restriccion es una alternativa para la identificacién de especies
de micobacterias no tuberculosas, rapida, econémica y segura para la identificacion, que
permite la diferenciacion entre especies de un complejo y la determinacion del subtipo de
cada especie.

Palabras clave: infecciones atipicas por Mycobacterium, reaccion en cadena de la polimerasa,
técnicas de diagnoéstico molecular, infecciones oportunistas, salud publica.

Molecular Identification of non-tuberculous mycobacteria

Introduction. Nontuberculous mycobacteria can be saprophytic, pathogenic or opportunistic.
The most common diseases produced by these microorganisms are the post-surgical infections
due to anesthetic procedures, infections associated with catheters, disseminated cutaneous
diseases and pulmonary and central nervous system diseases that especially affect HIV patients.
Identification of the nontuberculous mycobacteria can take several weeks and even then,
differentiation of complex members is not possible.

Objective. The PCR-restriction analysis (PRA) technique was evaluated as a method for
genotypic identification of nontuberculous mycobacteria isolated of clinical samples located in
the culture collection of the Instituto Nacional de Salud (National Institute of Health), Bogota,
Colombia.

Materials and methods. Seventy clinical isolates of nontuberculous mycobacteria stored in
50% glycerol at -70°C were identified by phenotypic techniques. The genotypic identification
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was made using the PCR-restriction analysis (PRA) using the restriction enzymes BstEIl and
Hselll, the restriction products were visualized on gels of agarose to 3%, and the concordance
between the methodologies was evaluated.

Results. A matching of 100% was obtained in the identification of Mycobacterium terrae, M.
szulgai, M. avium, M. chelonae and M. scrofulaceum, the matching between M. fortuitum species,
M. abscessus, M. gordonae and M. intracellulare varied from 44 to 89%; there was no
concurrence in the identification of species M. flavescens and M. malmoense.

Conclusions. PRA provided a fast, inexpensive and accurate alternative for the identification of
nontuberculous mycobacteria that permited the differentiation among species of a complex
and determining the subtype of each species sample.

Key words: Mycobacterium infections, atypical, polymerase chain reaction, molecular diagnostic
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techniques, opportunistic infections, public health.

Las micobacterias no tuberculosas pueden ser
saprofitas, patdgenas u oportunistas; entre ellas
se incluyen especies de rapido y de lento
crecimiento (1). A diferencia de Mycobacterium
tuberculosis y Mycobacterium leprae, éstas no
son patégenos obligados, por lo cual su habitat
general es el medio ambiente (2). Se han
encontrado en el agua, el suelo y la vegetacion;
sin embargo, algunas tienen la habilidad de infectar
alos animales y al hombre, y poseen la capacidad
de colonizar sus células (3).

Las especies mas cominmente encontradas a
nivel mundial son Mycobacterium avium, Myco-
bacterium fortuitumy Mycobacterium chelonae (3).
Las enfermedades mas comunes producidas por
las micobacterias no tuberculosas se encuentran
asociadas a infecciones posquirdrgicas, entre las
gue se describen los procedimientos estéticos,
como mesoterapias y lipoesculturas, la aparicion
de abscesos después de una inyeccién, las
infecciones asociadas con catéteres, las enferme-
dades cutidneas diseminadas, la enfermedad
pulmonary las enfermedades del sistema nervioso
central que afectan especialmente a los pacientes
infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y a los nifios (4-6).

En Colombia, se ha descrito una serie de casos
de infecciones oportunistas y hospitalarias
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causados por este grupo de microorganismos (7-
10). También, se han aislado micobacterias no
tuberculosas en 5,3% a 28% de los pacientes
infectados con el VIH (11-12). Las principales
especies aisladas en estos pacientes son, en
orden de importancia: el complejo M. avium-
intracellulare, M. fortuitum, M. chelonae, M.
gordonae 'y M. simiae (13). Sin embargo, no se
conoce en el pais la prevalencia de las enferme-
dades causadas por estos microorganismos (7).

La identificacién fenotipica de las micobacterias
no tuberculosas incluye una serie de estudios
microbioldgicos y bioquimicos, los cuales pueden
tomar varias semanas, son dispendiosos de
realizar y algunas veces no logran diferenciar entre
miembros de complejos como M. avium-
intracellulare, M. chelonae-abscessus, M.
peregrinum-fortuitum y especies como M.
smegmatis, M. goodii y M. wolinskyi (14). La
importancia de la diferenciacion entre los
complejos radica, principalmente, en el
conocimiento del pronéstico de la enfermedad y
en la orientacion de la quimioterapia. Vélez et al.,
en 1999, determinaron la actividad in vitro de
diferentes antimicobacterianos frente a
micobacterias no tuberculosas aisladas en
Colombia, con el fin de contribuir al establecimiento
de esquemas adecuados de tratamiento, y reportd
su susceptibilidad y resistencia frente a los
medicamentos empleados (15).

Actualmente, el estudio del gen hsp65, comln en
todas las micobacterias, y la descripcién de la
metodologia de identificacion molecular mediante
reaccion en cadena de la polimerasa PCR-analisis
de restriccién (16) han sido adoptados por muchos



Biomédica 2007;27:439-46

grupos de trabajo para la diferenciacion de
especies de micobacterias no tuberculosas (14,16-
19); inclusive, en la diferenciacién de M. canetti
dentro del complejo M. tuberculosisy en el estudio
de M. leprae (20). Ante la facilidad del método de
PCR-analisis de restriccién, en el mundo se han
realizado una serie de estudios para lograr su
estandarizacion y probar la reproducibilidad de la
técnica (21). La principal ventaja de PCR-analisis
de restriccion es que, siendo un método de
amplificacién, desde la muestra se puede
identificar la especie, en corto tiempo y con gran
efectividad (18); en la mayoria de los casos, es
capaz de diferenciar entre especies de los grupos
de micobacterias, como el complejo M. avium-
intracellulare de gran importancia clinica, aunque
no diferencia los nuevos miembros del complejo,
que son M. chimaeray M. colombiense (22-23).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el PCR-
analisis de restriccion como método de
identificacion genotipica de las micobacterias no
tuberculosas aisladas de muestras clinicas que
pertenecen a la coleccién del Instituto Nacional
de Salud (INS), recuperadas de 1995 a 2005.

Materiales y métodos
Muestra de estudio

La muestra constaba de 70 aislamientos clinicos
de micobacterias no tuberculosas procedentes de
la coleccién del Grupo de Micobacterias del INS,
criopreservados en glicerol al 50% y recolectados
durante el periodo de 1995 a 2005. Como control
positivo para la amplificacién e identificacion
genotipica, se utilizé la cepa de referencia M.
tuberculosis H37Rv.

Identificacion fenotipica

A todos los aislamientos se les realiz6 la
coloracién de Zielh Neelsen y se les identificd
mediante metodologias fenotipicas, como:
temperatura de crecimiento en medio de
Lowenstein Jensen a 20°C (temperatura ambiente),
32°C, 37°C y 45°C; pruebas de crecimiento o
inhibicién en medios de cultivo de Ogawa Kudoh,
Lowenstein Jensen, Stonebrink modificado por
Giraldo, Sauton, Sauton picrico, Mac Conkey sin
cristal violeta, Lowenstein Jensen mas NaCl,
Lowenstein Jensen mas hidroxilamina: vy, las
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pruebas de catalasa, reduccién de nitratos,
fosfatasa acida, ureasa, pirazinamidasa, tweeny
arilsulfatasa. Ademas, se determind la produccién
de pigmento (24,25).

Las micobacterias no tuberculosas se identificaron:
21, como M. chelonaeg; 15, como M. fortuitum; 8,
como M. abscessus; 5, como complejo M. avium
intracellulare; 4, como M. gordonae; 4, como MAI,
4, como M. scrofulaceum; 1, como M. flavescens;
1, como M. szulgai; 1, como M. terrae; y 6, como
especies del grupo escoto-cromégeno |V de la
clasificacion de Runyon.

Recuperacion de aislamientos criopreservados

Los aislamientos de micobacterias no tuberculosas
se descongelaron durante una hora, a cada una
de las siguientes temperaturas: -20°C, 4°Cy 20°C
(temperatura ambiente). Luego, se homogenizé
el contenido del vial de criopreservacion en el que
se encontraban y se sembraron 0,2 ml en medio
Lowenstein Jensen, el cual se incubd a 37°C.

Identificacion genotipica por la metodologia
de PCR-anaélisis de restriccion

Extraccion de ADN. Se siguié el protocolo
descrito por van Soolingen (26). Este método
incluye la lisis celular mediante adicion de
lisozima, la extraccién de los acidos nucleicos
con el empleo de dodecil sulfato de sodio,
proteinasa K, CTAB y cloroformo-alcohol
isoamilico, y la precipitacion del ADN con isopro-
panol y etanol al 70%.

Amplificacion del gen hsp65. Se siguio6 el
protocolo descrito por Telenti (16). Se realizo la
amplificacion del gen hsp65 mediante la utilizacion
de los iniciadores Th11l (ACCAACGATGGTGT-
GTCCAT)yTh12 (CTTGTCGAACCGCATACCCT).
LaPCR consisti6 en un ciclo a 95°C por 5 minutos,
45 ciclos a 94°C por 1 minuto, un ciclo a 68°C por
1 minuto, 1 ciclo a 72°C por 1 minuto y un paso
final de extensién a 72°C por 7 minutos. La
amplificacién de un fragmento de 441 pb fue
verificada por la visualizacion de 10 pl del
amplificado en geles de agarosa de rutina (Sigma)
al 1,4%.

Digestion del amplificado. = Se sometieron a
digestion 20 pl de los amplificados hsp65, con las
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enzimas de restriccion Haelll (Sigma) a 37°C y
BstEIl (Sigma) a 60°C durante 16 horas.
Finalmente. los patrones de restriccidon se
visualizaron en geles de agarosa de rutina (Sigma)
al 3% tefidos con bromuro de etidio.

Analisis de resultados

Los resultados de la identificacion fenotipica para
micobacterias no tuberculosas fueron analizados
de acuerdo con las tablas de identificacion del
Manual de Procedimientos de las Micobacterias
de la Red Nacional de Laboratorios (27). Los
resultados de los patrones del PCR-analisis de
restriccion se hicieron segun lo establecido en el
sitio Prasite http://app.chuv.ch/prasite el cual
proporciona el acceso a una base de datos de los
perfiles de restriccion obtenidos por el método de
PCR-analisis de restriccién, que incluye la
bisqueda por el nombre de las especies de
micobacteria o el patrén de restriccion obtenido y
muestra los patrones para cada especie, 0 una
lista de 10 especies que exhibe los patrones mas
cercanos.

Para la comparacion de los resultados obtenidos
de la identificacion fenotipica y genotipica, se
estableci6 una base de datos en Epilnfo 2003.

Concordancia

Se definid la concordancia como el nimero de
aislamientos cuya identificacion fue la misma por
las metodologias fenaotipicas y genotipicas.

Resultados

El cuadro 1 muestra los resultados de la
identificacién y los subtipos de micobacterias no
tuberculosas por la metodologia PCR-analisis de
restriccion, la identificacién fenotipica y la
concordancia de identificacion entre las
metodologias. La metodologia PCR-analisis de
restriccion determina la especie y el subtipo de
las micobacterias no tuberculosas, mientras que,
en algunos casos, la metodologia fenotipica sélo
determina la clasificacién de las micobacterias
no tuberculosas en uno de los cuatro grupos de la
clasificacién de Runyon, establecida con base en
las caracteristicas bioguimicas y de crecimiento.

Como ejemplo de las limitaciones de la
metodologia fenotipica, vemos que, dadas las
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caracteristicas bioquimicas y de crecimiento de
M. malmoense como especie de dificil
identificaciéon, la mayoria de las veces, su
determinacion especie especifica sélo se logra
por metodologias moleculares como PCR-analisis
de restriccion.

Segun los resultados que se muestran en el
cuadro 1, se obtuvo concordancia del 100% en la
identificacion de M. terrae, M szulgai, M. avium,
M. chelonaey M. scrofulaceum; la concordancia
de las especies M. fortuitum, M. abscessus, M.
gordonaey M. intracellulare vari6é de 44% a 89%;
no se obtuvo concordancia en la identificacion de
las especies M. flavescensy M. malmoense. Por
la metodologia PCR-analisis de restriccion, se
determind el subtipo de las especies M. fortuitum,
M. abscessus, M. gordonae, M. chelonae,
complejo M. avium intracelulare, M. malmoense
y M. avium.

En 5 (7,14%) de los casos, la metodologia
fenotipica no logré identificar la especie de
micobacterias no tuberculosas y sélo determiné
su clasificacibn como especie del grupo
escotocromogeno IV de la clasificacion de Runyon,
mientras que la metodologia PCR-analisis de
restriccion si identificd la especie y el subtipo.
Discusion

La diferenciacion de las especies del género
Mycobacterium se ha realizado tradicionalmente
mediante pruebas fenotipicas, las cuales son
metodologias que se realizan en un periodo de
tres a seis semanas 'y, en algunos casos, no logran
diferenciar entre especies de un complejo; de
hecho, el fenotipo de una especie no es una
propiedad absoluta, puede exhibir gran variabilidad
y las bases de datos de las caracteristicas se
limitan a especies comunes y no permiten
discriminar especies nuevas (28).

En este estudio se identificaron 70 aislamientos
clinicos procedentes de todo el pais, recibidos
en el Grupo de Micobacterias en un periodo de 11
afos, entre 1995 a 2005, los cuales se identificaron
inicialmente mediante metodologias fenotipicas
y, luego, por la metodologia molecular PCR-
analisis de restriccion, y se determind la
concordancia entre las dos metodologias
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Cuadro 1. Resultados de la identificacion de micobacterias no tuberculosas por la metodologia fenotipica y molecular de

PCR-andlisis de restriccion.

Identificacion genotipica

Identificacion fenotipica Concordancia

Especie n Subtipo (%) Especie n n (%)
M. fortuitum 23 1 (100) M. fortuitum 14 14 (61)
M. chelonae 7
M. abscessus 2
M. abscessus 11 1(73) M. abscessus 6 6 (55)
2 (27)
M. chelonae 3
M. gordonae 1
M. fortuitum 1
M. gordonae 9 3 (34) M. gordonae 4 4 (44)
8 (22)
5 (22) M. chelonae 1
1y7(22)
M. flavescens 1
(M. escotocromégenos IV)* 3
M. intracellulare 9 1 (89) Complejo MAI 8 8 (89)
3 (11)
(M. escotocromégenos 1V)* 1
M. chelonae 8 1(100) M. chelonae 8 8 (100)
M. scrofulaceum 2 M. scrofulaceum 2 2 (100)
M. avium 1 2 (100) Complejo MAI 1 1 (100)
M. szulgai 1 M. szulgai 1 1 (100)
M. terrae 1 M. terrae 1 1 (100)
M. malmoense 3 1 (67) M. chelonae 2 0 (0)
3 (33)
(M. escotocromogenos IV)* 1
M. flavescens 2 M. scrofulaceum 2 0 (0)

*Especie del grupo escotocromégeno IV

(cuadro 1). La metodologia de PCR-analisis de
restriccion (16) logré identificar todas las especies
de micobacterias no tuberculosas y diferencié
entre las especies que conforman un complejo
hasta llegar al subtipo; este poder discriminatorio
no lo posee la metodologia fenotipica, que en
cinco casos s6lo determiné el grupo establecido
por la clasificacion de Runyon, identificando la
micobacteria no tuberculosa como perteneciente
al grupo escotocromdgeno |V, y en cuatro
aislamientos, determind que eran especies del
complejo M. avium intracellulare, sin establecer
la especie; estas limitantes afectaron la
concordancia entre las dos metodologias
evaluadas en este estudio.

Con estos resultados, podemos destacar la
metodologia PCR-analisis de restriccién,

establecida como practica desde 1993 (16,19),
como un método rapido para la identificacion de
micobacterias, facil de implementar y no costoso
en comparacién con otros métodos, como
secuenciacion y high-performance liquid chroma-
tography (HPLC), que requieren de equipos de alto
costo (14). Ademas, se pudo constatar la
efectividad de la metodologia PCR-analisis de
restriccion en la identificacion de micobacterias
no tuberculosas de rapido y de lento crecimiento,
al lograr identificar, por ejemplo, las especies de
M. intracellulare, especie de lento crecimiento y
M. abscessus, especie de rapido crecimiento (24).
Los métodos alternativos para la identificacion
rapida de micobacterias como PCR-andlisis de
restriccion pueden ser implementados de rutina
en los laboratorios de microbiologia por los
avances significativos, la efectividad y la
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reproducibilidad entre laboratorios (21). Se ha
observado una buena correlacion entre PCR-
analisis de restriccidon y los métodos de
identificacién fenotipica de aislamientos en Brasil,
y ademas, una buena relacién costo-beneficio (17).

En este estudio, el tiempo necesario para la
realizacion de PCR-andlisis de restriccion fue de
tres dias; considerando los reactivos y materiales,
el método es més econémico que la identificacién
fenotipica y lo puede realizar una sola persona
(las metodologias fenotipicas involucran varios
profesionales para su realizacién). En la
metodologia PCR-andlisis de restriccion, sélo se
manipula el microorganismo vivo al inicio de la
extraccion del ADN, lo cual implica una mayor
bioseguridad (datos no mostrados). En un estudio
realizado por Da Silva et al., se reportaron
hallazgos similares (15).

En los resultados discordantes se pudo ver que
las caracteristicas de crecimiento de cada
especie son de gran importancia. Se presentaron
dificultades al realizar la identificacién por la
metodologia de PCR-andlisis de restriccion; por
ello sugerimos consultar las caracteristicas de
crecimiento de estos aislamientos, ya que,
cuando se realiza sélo la metodologia de PCR-
analisis de restriccion, no se dispone de esta
informacion.

Los resultados de este estudio se correlacionan
con los obtenidos por el Instituto Pasteur, donde
los mayores problemas se presentaron en la
identificacion de M. fortuitum, M. peregrinum, M.
chelonae y M. abscessus, referidos antes como
complejo M. fortuitum (M. fortuitum variedad
fortuitum, M. fortuitum variedad peregrinum, M.
chelonae subespecie chelonae y M. chelonae
subespecie abscessus) (18).

Ante la probabilidad de encontrar discrepancia en
los tamafios moleculares de las bandas para la
realizacién de la metodologia PCR-analisis de
restriccion, se ha sugerido la construccién de una
base de datos con los patrones de las
micobacterias no tuberculosas més prevalentes
en cada pais (19).

En conclusién, el PCR-analisis de restriccion es
una alternativa para la identificacién de especies
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de micobacterias no tuberculosas, rapida,
econdmicay segura para la identificacion de mico-
bacterias patégenas y potencialmente patdgenas,
(17). La determinacion del subtipo de cada especie
de micobacterias no tuberculosas identificada es
importante debido a la diferencia en la virulencia
de cada subtipo y a la capacidad de producir
enfermedad en el humano, como se ha establecido
para M. abscessusy M. avium (29,30).

En Colombia no se conoce la prevalencia de
micobacteriosis, debido a varios factores, entre
los que podemos mencionar la falta de
conocimiento de estas especies como causantes
de enfermedad en el hombre y el no sospechar
estas enfermedades infecciosas cuando no hay
respuesta al tratamiento con antibiéticos (10). En
la actualidad, en el pais son pocos los laboratorios
gue realizan pruebas bioquimicas o moleculares
para la identificaciéon de micobacterias no
tuberculosas. Para la confirmacién de una mico-
bacteriosis, es necesaria la toma de dos o0 mas
muestras y completar los requisitos para definir
el diagndstico, ya que en un estudio realizado por
el Grupo de Micobacterias del INS el 62% de los
casos remitidos no pudieron confirmarse. Por esta
razon, los pacientes dificilmente acceden a estas
pruebas diagnésticas y sus cuadros clinicos se
tornan crénicos por un manejo inadecuado de la
patologia (10). Laimplementacién de la metodolo-
gia de PCR-andlisis de restriccién es una
alternativa para las instituciones que cuenten con
una unidad de diagndstico molecular de
enfermedades infecciosas y que cumplan los
requisitos establecidos por la Red Nacional de
Laboratorios para la confirmacion de casos de
micobacteriosis, y contribuiria a determinar la
frecuencia de esta enfermedad en el pais y, por
lo tanto, a un manejo oportuno y adecuado de los
pacientes infectados.

Lavigilancia de las micobacterias no tuberculosas
es una actividad que desarrolla el Laboratorio
Nacional de Referencia de Micobacterias del INS
parala Red Nacional de Laboratorios (10). EI PCR-
analisis de restriccién es una herramienta que
contribuye a la identificaciéon de micobacterias
no tuberculosas como agente causal de
enfermedad (31).
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