Identificacion de especies micobacterianas en Cuba
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El aumento de las infecciones producidas por micobacterias
ambientales u oportunistas (MAQ) coincide en muchos casos
con el declive de la infeccién tuberculosa y el incremento de
la infeccidn por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).
Sobre todo en los paises desarrollados donde se esta pro-
duciendo un aumento global de la incidencia de enfermedad
por MAOQ, y las micobacteriosis principalmente en pacientes
inmunodeficientes cada vez son mas frecuentes.

En este trabajo se estudiaron 80 cepas recibidas en el Labo-
ratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de TB y Mi-
cobacterias procedentes de diferentes Centros Provinciales
de Higiene y Epidemiologia, con el fin de conocer el compor-
tamiento en nuestro pais de las especies de interés clinico.

Encontramos que al clasificar las micobacterias aisladas se-
gun los grupos establecidos por Runyon los siguiente: los
grupos con mayor frecuencia fueron el Grupo Il y el Grupo
IV, por especie las de mayor por ciento de aislamiento fue-
ron: Mycobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium for-
tuitum, Mycobacterium chelonae y Mycobacerium malmoen-
se. Estos estudios son de gran utilidad en los laboratorios
de Micobacteriologia, pues de esta forma se puede llegar a
conocer cuales son las especies predominantes en la pobla-
cion y poder establecer una eficaz vigilancia sobre este tipo
de infecciones sobre todo en pacientes “inmunodeficientes”,
grupo mas sensibles a estas infecciones.
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The increase of environmental or opportunistic mycobac-
teria (EOM) infections is coincident in many cases with the
decrease of tuberculosis infections and increase of human
immunodeficient virus (HIV). Overall in developed coun-
tries where there is a global increase of EOM incidence
and mycobacteriosis are more frequently mainly in immu-
nodeficient patients.

Eighty strains received in the National Laboratory of Refer-
ence and Research for Tuberculosis from the different Epi-
demiology and Hygiene Provincial Centers were studied in
order to know the species interesting in Cuba since clinical
point of view.

The results shows mycobacterium species belonging to
Group Il and IV as more frequently isolated, they were My-
cobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium chelonae y Mycobacterium malmoense

This study are useful in Mycobacteriology Laboratories since
it is possible to know the predominant species in the popula-
tion and to establish an efficacy Surveillance particularly in
“immunodeficient” patients which are the most susceptible to
these infection.
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Introduccion

La enfermedad infecciosa mas antigua ocasionada por una
micobacteria es la lepra, producida por el Mycobacterium
leprae, con tratamiento largo y todavia hasta nuestros dias
con un diagnéstico muy precario, donde la visualizacién mi-
croscopica sigue siendo el método mas habitual en la rutina
clinico-diagnéstica. Sin embargo, la tuberculosis y las mico-
bacteriosis son enfermedades que han tenido un gran de-
sarrollo en sus técnicas para el diagnostico, de la resistencia
a farmacos antimicobacterianos o en las técnicas de tipifi-
cacion con fines epidemioldgicos’2.

Con el desarrollo de la pandemia desatada por el virus de in-
munodeficiencia humana (VIH), la coinfeccion VIH/SIDA/TB

contribuyé a la aparicion del fenédmeno de resistencia multi-
ple a farmacos (MDR), esto ha provocado el llamado fené-
meno de la reemergencia de la tuberculosis. Por su parte
las micobacterias, es decir las enfermedades ocasionadas
por micobacterias atipicas u oportunistas son cada dia mas
frecuentes. Por lo que se puede afirmar que la infeccion por
el VIH, ha creado el sustrato que ha conducido en estos ul-
timos afos, al aislamiento de numerosas nuevas especies
micobacterianas®*.

Durante muchos anos estas enfermedades denominadas
“micobacteriosis”, era s6lo un hecho ocasional y casi an-
ecdotico, la gran mayoria ligado a situaciones de pacientes




con algun tipo de inmunodeficiencia. Sin embargo, en los ul-
timos 15 afnos ha pasado a ser una patologia relativamente
frecuente sobre todo condicionada a la aparicion de la pan-
demia del sindrome de inmunodeficiencia humana (SIDA).®

El objetivo de este trabajo fue la clasificacion e identificacion
de diferentes cepas recibidas en nuestro Laboratorio de
Referencia, estos aislamientos fueron realizados a partir
de muestras clinicas pulmonares y extrapulmonares pro-
cedentes de pacientes sintomaticos de diferentes provincias
de nuestro pais, con vistas a analizar su frecuencia de ais-
lamiento segun los diferentes grupos establecidos para la
clasificacion micobacteriana.

Materiales y Métodos

El presente trabajo se realizé en el periodo comprendido
entre Enero-Diciembre 2006, en el Laboratorio Nacional de
Referencia e Investigaciones de TB y Micobacterias (LNR-
TB-Micobacterias) del Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri” (IPK), Ciudad de La Habana, Cuba.

Se identificaron 80 cepas procedentes de diferentes Centros
Provinciales de Higiene y Epidemilogia (CPHE). Todas las
cepas fueron subcultivadas en medio Lowenstein-Jensen
modificado (UIT) incubandose a 37" C durante 3-4 sema-
nas, para posteriormente realizar la clasificacion e identifi-
caciéon micobacteriana por el esquema bioquimico utilizado
en nuestro laboratorio, como controles positivos y negativos
en las pruebas bioquimicas se utilizaron cepas de referencia
pertenecientes a la coleccion de nuestro laboratorio. Nuestro
esquema de identificacion consistié en el andlisis de difer-
entes pruebas de identificacion y caracterizacion fenotipica,
produccion de pigmentos, tiempo de crecimiento, temper-
aturas, determinacion de enzimas y crecimiento en presen-
cia de diferentes sustratos y drogas, siguiendo el protocolo
de identificacion bioquimica recomendado, como parte de
una tarea de referencia que lleva nuestro laboratorio. Las
pruebas realizadas fueron: temperaturas, pigmento, tiempo
de crecimiento, nitratasa, catalasa 68°C, catalasa vertical,
ureasa, pyrazidamidasa, arilsulfatasa, lipasa, niacina, telurito
de potasio, crecimiento en agar, ac. picrico, 2 Thiophen Car-
boxilic Hidrazide (TCH), Ac. p-nitrobenzoico (PNB), Hidroxil-
amina (HA), Isoniazida (INH), Cloruro de Sodio al 5% (NaCl
5%) y toma de hierro. Las cepas analizadas, fueron identifi-
cadas utilizando las tablas de identificacion propuestas por el
propio protocolo®.

Resultados y Discusion

En el Cuadro 1, se muestran los resultados obtenidos
después de ser clasificadas e identificadas las 80 cepas mi-
cobacterianas analizadas en este estudio, en el LNR-TB-
Micobacterias del IPK.

Observando los resultados obtenidos en este estudio pode-
mos decir que las especies micobacterianas de importancia
clinica encontradas en mayor frecuencia fueron: Mycobac-
terium avium-intracellulare, Mycobacterium fortuitum, Myco-
bacterium chelonae, Mycobacterium malmoense, Mycobac-
terium kansasii, Mycobacterium flavescens, y Mycobacterium
scrofulaceum.

Cuadro 1. Especies identificadas en este estudio
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Mycobacterium malmoense
Mycobacterium kansasii
Mycobacterium flavescens
Mycobacterium scrofulaceum
Mycobacterium gordonae
Mycobacterium gastri
Mycobacterium xenopi
Mycobacterium triviale
Mycobacterium peregrinum
Mycobacterium marinum
Mycobacterium terrae
Mycobacterium abcesus
Mycobacterium vaccae
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Si analizamos los resultados obtenidos segun clasificacién
propuesta por Runyon, se puede observar que el por ciento
mas elevado correspondid a las especies pertenecientes al
Grupo lll, con un 38.7% (31 cepas) dentro de este grupo
la especie predominante fue Mycobacterium avium-intrace-
llulare (15 cepas) para un 18.7%, le sigue Mycobacterium
malmoense (8 cepas) con un 10%, continua Mycobacterium
gastri (3 cepas) y Mycobacterium haemophilum (3 cepas)
con un 3.7%, y Mycobacterium triviale y Mycobacterium té-
rrea (2 cepas respectivamente) con un 2.5%. En el Grupo
IV con un total de 26 cepas para un 32.5 % la especie pre-
dominante fue Mycobacterium fortuitum (11 cepas) para un
13.7%, Mycobacterium chelonae (10 cepas) con un 12.5%,
Mycobacterium peregrinum'y Mycobacterium abcesus (dos
cepas) con un 2.5% respectivamente y Mycobacterium vac-
cae (1 cepa) con 1.2%. Pertenecientes al Grupo Il se iden-
tificaron 14 cepas para un 17.5%, dentro de este Grupo las
especies encontradas fueron, Mycobacterium scrofulaceum
y Mycobacterium flavescens (5 cepas respectivamente) con
6.5%, Mycobacterium gordonae (3 cepas) para un 3.7%, y
Mycobacterium xenopi (1 cepa) para un 1.25%, finalmente
la incidencia mas baja encontrada fue en el Grupo | con 9
cepas identificadas para un 11.2%, las especies encontra-
das fueron Mycobacterium kansasii (6 cepas) para un 7.5%,
Mycobacterium marinum (2 cepas) para un 2.5% y Mycobac-
terium bovis (1cepa) para un 1.2%, estos resultados estan
reflejados en el Grafico #1 y Grafico #2, donde los resulta-
dos se muestran en porcentaje con respecto a los Grupos
establecidos para la clasificacion micobacteriana y por el por-
ciento de especies encontradas respectivamente.



Grafico #1. Porciento encontrado segun clasificacion
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Grafico #2 Porciento encontrado en base
a las especies identificas
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Debemos decir que de las cepas analizadas para este estu-
dio, 65 cepas para un 81.2% fueron muestras pulmonares
(aislandose especies micobacterianas como: M avium intra-
cellulare, M kansasii, M fortuitum, M haemophilum, M chelo-
nae, M scrofulaceum, M abcesus, M malmoense, M peregri-
num, M triviale, M gastry), o sea esputo o lavado bronquial,
el resto, 15 cepas para un 18.7% fueron muestras extrapul-
monares, liquido cefalorraquideo, biopsia de ganglio, orina,
hemocultivo y lesiones exudativas piel. (aislandose especies
micobacterianas como: M gastry, M marinum, M vaccae, M
flavescens, M scrofulaceum, M térrea, M bovis, M malmoen-
se, M gordonae, M xenopi, M chelonae, M triviale)

Varios han sido los protocolos de pruebas utilizadas en los
laboratorios de Micobacteriologia para la identificacion feno-
tipica y bioquimica de especies micobacterianas, en nuestro
caso se utilizé este esquema, como parte de la ejecucion en
el laboratorio de un protocolo perteneciente a un proyecto
internacional. Este esquema bioquimico de identificacion se
crea con el objetivo de tratar de lograr un algoritmo de trabajo
homogéneo para los Laboratorios Nacionales de Referencia
de Latinoamérica con vistas a poder realizar en un futuro,

estudios de garantia de la calidad para el diagnéstico de las
diferentes especies micobacterianas. Con la aplicacién de
este esquema de pruebas se logra determinar las caracte-
risticas fenotipicas y bioquimicas mas representativas para
la identificacion de especies de importancia clinica. Muchos
laboratorios de Micobacteriologia por escasez de recursos
no pueden identificar hasta especie, solo llegan a la clasi-
ficacion establecida por Runyon en 1959, dato importante
desde el punto de vista clinico, pues para cada Grupo ya
se han establecido tratamientos especificos, aunque cuando
so6lo se puede llegar a esta clasificacion no se puede conocer
la prevalencia real de la enfermedad®®.

Los primeros estudios en Cuba se realizaron con el proposi-
to de conocer la circulacion de estos microorganismos en el
pais, las especies con mayor por ciento de aislamientos fue-
ron Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium avium. Nues-
tros resultados infieren que el mayor aislamiento correspon-
dié a las especies pertenecientes al complejo avium-intrace-
llulare coincidiendo con los descritos anteriormente®1°.

En la literatura internacional se mantienen a Mycobacterium
avium y Mycobacterium fortuitum como las especies mico-
bacterianas de mayor incidencia de aislamiento en humano
principalmente en pacientes inmunocomprometidos y las
especies que mas se asocian a casos de micobacteriosis
intra y extrapulmonares, aunque especificamente en estos
pacientes como grupo de riesgo, se han encontrado tam-
bién otras especies micobacterianas asociadas a diferentes
patologias®.

Se piensa que el aumento de las infecciones producidas por
micobacterias atipicas, ambientales u oportunistas coincide
con el incremento de la pandemia del SIDA , sobre todo en
los paises mas desarrollados se esta produciendo un aumen-
to global de la incidencia de las micobacteriosis. Las infeccio-
nes producidas por Mycobacterium kansasii han cedido su
espacio a las producidas por Mycobacterium avium-intrace-
llulare complex, del mismo modo se explica el incremento de
las infecciones producidas por Mycobacterium malmoense,
Mycobacterium xenopi y por micobacterias pertenecientes al
Grupo IV de Runyon como son Mycobacterium fortuitum y
Mycobacterium chelonae. Con respecto a las especies mi-
cobacterianas de crecimiento rapido, la frecuencia de mico-
bacteriosis producidas por estos gérmenes en humano es
mucho menor en comparacion con las producidas por las
especies de crecimiento lento, estas especies se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza, de ahi la via de
contaminacion al humano. Ademas estos gérmenes sobre-
viven en ausencia de nutrientes, resisten un amplio margen
de temperatura y son resistentes a muchos desinfectantes
clorados y al glutaraldehido, estos hechos contribuyen a
explicar su presencia en diferentes ambientes hospitalarios
causando algunos brotes epidémicos de infecciones noso-
comiales, comprobados en algunos casos por epidemiologia
molecular. La mayoria de estas infecciones son a causa de
inoculaciéon post-traumatica accidentalmente, por cirugia o
inyeccién, para el caso de linfadenitis en nifios lo mas fre-
cuente es ingestion por via digestiva, la de mayor porciento
de aislamiento ha sido Mycobacterium fortuitum?®1317,

Otras de las especies micobacterianas encontradas en este
estudio con un porciento representativo fue Mycobacterium




malmoense, a pesar de que esta especie no tiene la misma
frecuencia de aislamiento, los cuadros clinicos mayormente
encontrados fueron los respiratorios, pero también se ha vis-
to asociada a linfadenitis, principalmente en pacientes infec-
tados por el VIH'718,

El hecho que este tipo de infecciones no sean de decla-
racion obligatoria hace que su epidemiologia no sea bien
conocida. A partir de los afios 90 se ha propiciado la identi-
ficacién de una serie de nuevas especies de micobacterias
atipicas como causante de patologias en humano, esto es
debido a la existencia de una poblaciéon inmunodeprimida
donde estas micobacterias se han desarrollado mas facil-
mente y el desarrollo de modernos sistemas de diagndstico
microbiolégico que han permitido un mayor aislamiento e
identificacion micobacteriano.'®°,

Como observacion final podemos decir que nuestros resulta-
dos concuerdan con los descritos por otros autores en la lite-
ratura internacional, estos estudios deben mantenerse en los
Laboratorios de Micobacteriologia, pues para poder enfren-
tar estas infecciones es necesario conocer las especies pre-
dominantes en la poblacion. Ademas se debe poner especial
interés a los aislamientos micobacterianos encontrados en el
grupo de riesgo que constituyen los pacientes “inmunodefi-
cientes”, incluyendo los aislamientos de aquellas especies a
las que generalmente no se les atribuye interés clinico, pues
las consecuencias encontradas en este grupo de riesgo son
muy complejas debido al deterioro inmunoldgico que presen-
tan, pues los factores de riesgo, las caracteristicas clinicas
que presentan y la evolucion de la enfermedad constituyen
para estos pacientes una infeccion frecuente.
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