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Introduccion

Abstract

Infections provoked by atypical mycobacteria, non-tuberculosis bacteria and the recently denominated
environmental or opportunistic bacteria have played an important role in clinical diagnosis in recent
years. These species are generally related with immune suppressed stage in patients. In this work 136
strains isolated from patients with specific pulmonary and extrapulmonary symptoms, including those
infected with human immunodeficiency virus (HIV), were identified and studied at National Reference
Laboratory for Tuberculosis, Leprosy and Mycobacterium Research from January 2011 to December
2012. It is important to point out that 72.79% of isolations were from HIV patients. Total number
of strains isolated were analyzed according to the Runyon classification, and the groups with major
frequency were Group Ill and Group IV, by species the highest isolation percentages were for Myco-
bacterium avium-intracellulare Complex, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium fortuitum and
Mycobacterium chelonae, respectively. These studies are important from a diagnostic point of view in
the mycobacteriology laboratories because it is thus possible to know which mycobacterium species are
predominant in the population allowing surveillance of these kinds of infections in immunosuppressed
patients who could be the cause of a dangerous dissemination of the disease.

Key words: atypical mycobacterium, environmental or opportunistic bacterium, human immunodeficiency
virus (HIV), Runyon'’s classification

Resumen

Las infecciones provocadas por micobacterias atipicas, micobacterias no tuberculosas y mas reciente-
mente denominadas micobacterias ambientales u oportunistas, en los Ultimos tiempos desempefian un
papel preponderante en el diagnoéstico clinico. Estas especies se relacionan generalmente con estados
de inmunodepresién del paciente. En este trabajo se estudiaron 136 cepas aisladas de pacientes con
sintomatologia especifica tanto pulmonar como extrapulmonar, incluidos aquellos infectados por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), éstas fueron estudiadas e identificadas en el Laboratorio
Nacional de Referencia e Investigaciones de Tuberculosis, Lepra y Micobacterias, durante el periodo de
enero de 2011 a diciembre de 2012. Es importante destacar que el 72.79% de los aislamientos eran
procedentes de pacientes VIH positivos. El total de las cepas aisladas fue analizado segun la clasificacion
establecida por Runyon; los grupos encontrados con mayor frecuencia fueron el lll'y el IV; por especie,
las de mayor porcentaje de aislamiento fueron las del complejo Mycobacterium avium-intracellulare,
Mycobacterium malmoense, Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium chelonae, respectivamente.
Estos estudios son de gran importancia diagnéstica en los laboratorios de micobacteriologia, pues de
esta forma se puede llegar a conocer cudles son las especies micobacterianas predominantes en la po-
blacién, y lograr establecer una vigilancia sobre este tipo de infecciones, particularmente en pacientes
inmunodeficientes, los que pueden ser origen de una peligrosa diseminacion de la enfermedad.

Palabras claves: micobacterias atipicas, micobacterias ambientales u oportunistas, virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH), clasificacion de Runyon

En la actualidad, sigue siendo una de las enfermedades

La tuberculosis es una enfermedad cuya presencia
ha sido constante en la historia de la humanidad. Qui-
za la primera cita bibliografica que se pueda hallar en
relacion con ella se encuentre en los libros del Antiguo
Testamento, donde se hace referencia a la enfermedad
consuntiva que afecté al pueblo judio durante su estan-
cia en Egipto, tradicional zona de gran prevalencia de la
enfermedad. Conocida también como peste blanca es
una de las enfermedades que mayor nimero de muer-
tes ha ocasionado en toda la historia de la humanidad,
y contintia causando estragos, a pesar de encontrarnos
en el siglo XXI.

infecciosas mas importantes.’ Dentro del género Myco-
bacterium, la tuberculosis es la mas conocida de las en-
fermedades ocasionadas por micobacterias; sin embargo,
con el tiempo se han identificado mas de cien especies
de micobacterias, muchas de las cuales se ha compro-
bado que estan involucradas en enfermedades de los
seres humanos. Estas especies han recibido diferentes
denominaciones, de las cuales las mas utilizadas son las
de micobacterias atipicas, micobacterias no tuberculosas
(MNT) y, mas recientemente, micobacterias ambientales
u oportunistas (MAQ), estas son responsables de una se-
rie de procesos patolégicos que pueden ser facilmente



confundidos con otras enfermedades, lo que lleva a erro-
res diagnosticos que, en algunos casos, han tenido un fa-
tal desenlace. Las MAO pueden ser aisladas en casi todos
los hébitats, y en muchos casos son causa de infeccion en
el ser humano.®?

El aumento de las infecciones producidas por estas
especies coincide en muchos casos con el declive de la
infecciéon tuberculosa y el incremento de la infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), sobre todo
en los paises desarrollados, donde se esta produciendo
un aumento global de la incidencia de enfermedad por
MAO, principalmente en pacientes inmunodeficientes.
Durante muchos anos, estas enfermedades, denomina-
das micobacteriosis eran sélo un hecho ocasional; sin
embargo, en las Ultimas décadas han pasado a ser una
afeccién relativamente frecuente, sobre todo condiciona-
da a la aparicion de la pandemia del sindrome de inmu-
nodeficiencia adquirida (sida).*?

El objetivo de este trabajo fue realizar el aislamiento,
clasificaciéon e identificacion micobacteriana a partir de
muestras clinicas pulmonares y extrapulmonares proce-
dentes de pacientes sintomaticos, incluidos aguellos con
VIH/sida atendidos en nuestra instituciéon hospitalaria,
para lograr llegar a conocer cuéles son las especies mico-
bacterianas predominantes con el fin de establecer una
vigilancia sobre este tipo de infecciones, particularmente
en los pacientes inmunodeficientes, en los que la disemi-
nacion de estas infecciones en muchos casos puede ser
fatal.

Materiales y método

El presente trabajo se realizé en el periodo compren-
dido entre enero de 2011 y diciembre de 2012, en el
Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de
Tuberculosis/Micobacterias/Lepra del Instituto de Medi-
cina Tropical Pedro Kouri (IPK), Ciudad de La Habana,
Cuba.

En este estudio se aislaron, clasificaron e identificaron
136 cepas obtenidas de pacientes con sintomatologia es-
pecifica, tanto pulmonar como extrapulmonar, incluyen-
do también personas infectadas por el VIH (VIH+) tratados
en nuestra institucién: Hospital Nacional de Referencia a
Atencién al paciente VIH/Sida, IPK.

Todas las muestras fueron analizadas por las técnicas
convencionales establecidas, examen directo o bacilos-
copia y examen por cultivo. Las muestras pulmonares
fueron descontaminadas por el método de Petroff mo-
dificado; en las muestras extrapulmonares que requerian
descontaminacion se utilizé el método del acido sulfurico
al 4%. Todas las cepas fueron aisladas y cultivadas en
medio de Lowenstein-Jensen modificado, incubando-
se a 37°C durante ocho semanas; ante la aparicion de
colonias en los tubos de cultivo, de inmediato se realizd
tincion de Zielh-Neelsen, esta vez a partir del cultivo para
comprobar la presencia de bacilos acido-alcohol resisten-
tes (BAAR). Con posterioridad al aislamiento micobacte-
riano se realizo la clasificacion e identificacién de especies
segun el esquema bioquimico establecido; éste consistid
en el analisis de diferentes pruebas; caracterizaciéon fe-
notipica, morfologia, produccién de pigmentos, tiempo
de crecimiento, determinacion de algunas enzimas, cre-
cimiento en presencia de diferentes sustratos; siguiendo
el protocolo de identificacion bioquimica recomendado,
éstas fueron: determinaciéon de pigmento, tiempo de cre-
cimiento, nitratasa, catalasa 68°C, catalasa vertical, urea-
sa, pirazidamidasa, arilsulfatasa, lipasa, niacina, telurito
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de potasio, tolerancia al cloruro de sodio 5%, y toma de
hierro. Las cepas analizadas, fueron identificadas utilizan-
do las tablas de identificacion establecidas.'>'®

Resultados y discusion

La Figura 1 describe comparativamente el total de ais-
lamientos de micobacterias ambientales u oportunistas
durante el periodo enero 2011-dicembre 2012, por tipo
de paciente.

100
84
80 o -
60
36
) 72011
16 21
20 M 2012
Total de VIH (+) VIH ()
aislamientos

Figura 1. Total de aislamientos de MAO. Diferenciacion por tipo de pacien-
tes (enero 2011 — diciembre 2012).

Al observar y comparar estos resultados, podemos no-
tar un sustancial aumento en el nimero de aislamientos
durante 2012; este incremento se debe principalmente
al alza de la infeccién por MAO en pacientes VIH+, estos
resultados concuerdan con los descritos en la literatura,
lo cual reafirma la emergencia de este tipo de infeccion,
cuyo diagnéstico fue, por muchos afos, errbneamente
ignorado por la clinica.'”-%

En la Tabla 1 se observa el total de aislamientos mico-
bacterianos obtenidos durante el periodo de estudio, en
este caso, segun el tipo de muestra.

Tabla 1. Especies identificadas en este estudio.

Tipo de muestra NUmero de muestra

Esputo 106
Liquido pleural 1
Liquido ascitico 1
Liquido cefalorraquideo 2
Biopsia ganglionar 14
Biopsia hepatica 2
Biopsia perianal 2
Biopsia tejido pulmonar 2
Hemocultivo 2
Orina 4
Total de muestras 136

Como podemos observar, la muestra por excelencia
sigue siendo el esputo, por orden ascendente le siguen
las biopsias procedentes de tejido ganglionar, descrita
como la infecciéon extrapulmonar mdés frecuente en seres
humanos (tanto en nifos como en adultos), orina, liqui-
do cefalorraquideo, biopsia hepatica, biopsia perianal,
biopsia pulmonar, hemocultivo y liquidos corporales. Es
importante sefialar los aislamientos obtenidos a partir de
muestras como hemocultivo, biopsia hepética, biopsia
perianal, liquido cefalorraquideo y ascitico, pues éstos in-
dican el grado de diseminacion de la infecciéon.?4-28

Como confirmacion diagndstica de los casos de infec-
cion, en todos los aislamientos respiratorios hubo repe-
titividad del aislamiento, en ningln aislamiento, tanto
pulmonar como extrapulmonar, fue encontrado Myco-
bacterium tuberculosis, y en los casos como las biopsias
de tejido se confirmo la presencia de BAAR por anatomia
patoldgica.?'2%%
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En la Figura 2 encontramos los porcentajes de aisla-
mientos segun la clasificacién micobacteriana realizada
por Runyon. Si analizamos los resultados obtenidos, se
puede observar que durante este periodo el porcentaje
maés elevado correspondié a las especies pertenecientes al
grupo lll, sequido por las especies pertenecientes al grupo
IV de crecimiento répido. Debemos sefalar que durante el
ano 2012 hubo un significativo aumento de las especies
pertenecientes al grupo ll; estos resultados concuerdan
con los comunicados anteriormente por nuestro labora-
torio y con la literatura revisada, donde Mycobacterium
avium-intracellulare complex emerge cada vez mas como
agente infeccioso en el ser humano.?%3

76.19
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Figura 2. Porcentaje de aislamientos segun la clasificacion establecida por
Runyon.

En la Figura 3 se presentan los porcentajes encontrados
segun las especies identificadas. Al analizar estos resul-
tados vemos que las especies mas aisladas fueron My-
cobacterium avium-intracellulare (43%) y Mycobacterium
malmoense (12%), pertenecientes al grupo i, y Myco-
bacterium fortuitum (16%).

M. fortuitum B ™. triviale

M. chelonae Bl V. gastii

M. phlei [l M. gordonae

M. malmoense . M. szulgae
M. avium B V. flavescens
[ M. nonchromogenicum B V. kansasii

Figura 3. Porcentaje de especies identificadas.

Debemos destacar que el 72.79% (n = 99) de los aisla-
mientos eran procedentes de pacientes con sida; de ma-
nera mayoritaria, las especies encontradas pertenecian

a los grupos Il y IV de la clasificaciéon de Runyon, entre
ellas: Mycobacterium avium-intracellular complex, My-
cobacterium malmoense, Mycobacterium fortuitum y
Mycobacterium chelonae, respectivamente.

Los primeros cuadros clinicos producidos por MAO des-
critos en la literatura son de la década de 1950, y durante
muchos afios fueron considerados aislamientos ocasiona-
les. En los Ultimos 20 afios han pasado a ser una afeccion
frecuente, concomitante o no con la infeccién por el VIH,
aunqgue al no ser enfermedad de declaracién obligatoria
la incidencia de las micobacteriosis en muchos casos no
es conocida.

Las MAO tienen una gran heterogeneidad en su forma
de presentacion clinica y pueden producir afeccion pul-
monar progresiva, infecciones en piel y tejidos blandos,
linfadenitis y diseminaciones, especialmente en individuos
con algun tipo de deterioro en su barrera inmunoldégica.
Un estudio prospectivo realizado en los Paises Bajos sobre
las infecciones producidas por estas especies estimé una
incidencia anual de 77 casos cada 100 000; la mayoria
fueron adenitis cervicales (53 casos, 87%) provocadas
por Mycobacterium avium-intracellulare ?>2837

La literatura internacional mantiene a Mycobacterium
avium-intracellulare complex y Mycobacterium fortuitum
como las especies micobacterianas de mayor incidencia de
aislamiento en seres humanos; éstas son las especies que
mas se asocian con casos de micobacteriosis intrapulmonar
y extrapulmonar; se han encontrado también otras espe-
cies micobacterianas asociadas con diferentes enfermeda-
des. En el 80% de las linfadenitis producidas por mico-
bacterias ambientales se aisla el complejo Mycobacterium
avium-intracellulare. En Australia y los Estados Unidos le
sigue en frecuencia Mycobacterium scrofulaceum, mien-
tras que en el norte de Europa es mas frecuente Mycobac-
terium malmoense.?3*En los nifos, solo en el 10% de las
linfadenitis periféricas producidas por micobacterias se ais-
la Mycobacterium tuberculosis, en el resto, los aislamientos
mas frecuentes han sido Mycobacterium avium-intracellu-
lare y Mycobacterium scrofulaceum.?83>3°

La frecuencia de micobacteriosis producidas por espe-
cies de crecimiento rapido es menor, sin embargo, entre
las especies pertenecientes al grupo IV de la clasificacion
de Runyon se encuentran las pertenecientes al comple-
jo Mycobacterium fortuitum. Estos microorganismos son
muy resistentes, pues sobreviven en ausencia de nutrien-
tes, resisten un amplio margen de temperatura, y son re-
sistentes a muchos desinfectantes clorados y al glutaral-
dehido; estos hechos contribuyen a explicar su presencia
en diferentes ambientes hospitalarios y el hecho de que
causen algunos brotes epidémicos de infecciones hospi-
talarias. La mayorfa de estas infecciones se deben a inocu-
lacién postraumdtica accidental, extraccién dentaria, por
cirugfa o inyeccioén. Las infecciones pulmonares pueden
producirse por aspirados o por via hematdgena; hasta el
momento no hay evidencias de transmision de persona a
persona. 263840

Otras de las especies micobacterianas encontradas en
este estudio, con un porcentaje representativo, fue My-
cobacterium malmoense. A pesar de que esta especie
no tiene la misma frecuencia de aislamiento, los cuadros
clinicos encontrados principalmente fueron respiratorios,
pero también se ha visto asociada con linfadenitis, espe-
cialmente en pacientes con sida.?22841

Como observacion final podemos afirmar que estos
estudios deben mantenerse en los laboratorios de mico-
bacteriologia, pues para poder enfrentar el correcto diag-



noéstico y tratamiento de estas infecciones es necesario
conocer las especies predominantes en la poblaciéon. Ade-
mas, se debe poner especial interés en los aislamientos
micobacterianos encontrados en el grupo de riesgo que
constituyen los pacientes inmunodeficientes, incluidos los
aislamientos de aquellas especies a las que generalmente
no se les atribuye interés clinico, pues las consecuencias
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seminada.

encontradas en este grupo de riesgo son muy complejas,
en muchos casos letales, debido al deterioro inmunologi-
Co que presentan estos enfermos, pues debido a los fac-
tores de riesgo, las caracteristicas c
y la evolucién de la enfermedad, constituyen para estos
pacientes una infecciéon frecuente y en muchos casos di-

fnicas que presentan
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