ARTICULOS ORIGINALES

Rev Med Uruguay 2002; 18: 230-238

Caracterizacion genotipica de 80 cepas
del género Mycobacterium en Uruguay

MSc. Maria Noel Cortinas?, Lic. Marina Fernandez?,
Dras. Maria Inés Valeta®, Maria del Rosario Uriarte?,

Resumen

Maria Cristina Mogdasy®

Los métodos tradicionales de identificacion fenotipica del género Mycobacterium son lentos y
poco sensibles, requiriéndose cuatro a seis semanas para lograr un diagnéstico apropiado a
partir de un cultivo positivo. Los procedimientos moleculares han permitido acortar este
periodo, obteniéndose resultados entre las 36 a 72 horas.

En nuestro pais la incidencia de M. tuberculosis es baja y no existen datos acerca de con qué
frecuencia los casos diagnosticados como tuberculosis pulmonar son en realidad causados
por Mycobacterium no tuberculosis (MNT), normalmente saprofitas.

Desde el punto de vista terapéutico, € diagnostico etioldgico a través de la identificacion
precisa de la especie de Mycobacterium infectante resulta un aporte significativo, dado que el
tratamiento y el manejo de sus contactos son diferentes segiin sea la especie involucrada.

Por estas razones se introdujo en nuestro laboratorio el diagnéstico de Mycobacterium a
través de su identificacion genotipica. Para ello se eligieron dos marcadores moleculares de
ADN: la secuencia de insercién 16110, caracteristica de los genomas del complejo

M. tuberculosis, y la secuencia del gen ribosomal 16s (ADNr 16s) para estudiar la identidad
especifica dentro del género Mycobacterium.

Una vez puestas a punto las técnicas moleculares seleccionadas, se procedio al estudio
retrospectivo de una coleccion de 80 aislamientos, identificados como Mycobacterium por
métodos fenotipicos. La mayoria de los aislamientos (75/80) resultaron cepas del complejo M.
tuberculosis. Los restantes cinco fueron identificados como cepas MNT, tres de ellas causantes
de infecciones pulmonares.
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Introduccion

El género Mycobacterium comprende un grupo de micro-
organismos muy diverso, deampliadistribuciénenlana-
turaleza. Se han descrito més de 100 especies, 25 de las
cuales han sido identificadas como agentes infecciosos
frecuentes para el hombre®. Ademéas de los microorga-
nismos del complejo Mycobacterium tuberculosis, exis-
ten especies saprofitas, pudiendo actuar como patdge-
nos oportunistas y causar enfermedad pulmonar o infec-
ciones en otras localizaciones2?,

Laidentificacion rapiday precisadelas micobacterias
anivel de especie a partir de un cultivo positivo reviste
importanciaclinicay epidemioldgica. Suidentificacion a
nivel de especie permiteladiferenciacion entre patégenos
habituales y oportunistas, definiendo, de esta manera, la
conductaaseguir. Por iemplo, laterapéuticaaimplemen-
tar variadado que existen situacionesen quelaindicacién
paraunaespecie no esefectivaparaotra. A suvez, permi-
te presumir €l habitat natural y el reservorio (humano o
ambiental), y determinalaconductaaseguir con los con-
tactos de los pacientes en tratamiento®.

La identificacion de Mycobacterium por técnicas de
laboratorio convencionales (fenctipicas) es lenta, requi-
riendo entretresaseis semanas paralograrla, conlaimpli-
cancia terapéutica que ello conlleva. Adicionamente, se
reconoce que € resultado puede ser ambiguo o llegar a
ser erréneo debido a que las técnicas en si mismas son
poco reproducibles®. La expresion fenotipica dentro de
una misma especie es variable y, en otros casos, varias
especi es pueden tener lamismaexpresion bioquimica. Por
ultimo, las bases de datos de las pruebas bioguimicas es-
tén descritas solo paralas especies més frecuentesy me-
jor conocidas |0 que ocasiona un sesgo en laidentifica
cion hacia las especies tradicional mente establecidas™® .

Los métodos alternativos deidentificacin més comu-
nes provienen del desarrollo de técnicas moleculares apli-
cadas alaidentificacién genotipica. Estas técnicas estén
basadas en laamplificacién de ADN bacteriano por PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa)®®® acompafiadas
por € estudio de polimorfismos generados por la diges-
tion con enzimasderestriccion®, lahibridizacién con son-
das especificas®?), o |a secuenciacion de cadenas nucleo-
tidicas™™?,

Laintroduccion detécnicas moleculares paralaidenti-
ficacién de Mycobacterium en la rutina del laboratorio
clinico ha proporcionado dos grandes ventajas respecto
alaidentificacién fenotipica: sereduce el tiempo de estu-
dio de los aislamientos (36 a 72 horas en lugar de tres a
seissemanas) y laidentificacion definitivano depende de
criterios subjetivos®.

Una gran variedad de marcadores ha sido ensayada
en la dltima década®379111214  De todos €llos se han se-
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leccionado para este estudio la secuencia de insercién

IS6110, caracteristica de los genomas del complejo M.

tuberculosis, y laregion hipervariable5' del gen 16s ARNr

ribosomal paralaidentificacion delasespeciesanivel del
género Mycobacterium (anexo)*3>91417,

La secuencia de insercion 1S6110 es el marcador de
uso mas difundido para el complejo Mycobacterium tu-
berculosis®9,y el andlisis de la secuencia ADN 16s
ribosomal se haconvertido en el “standard” paralaiden-
tificacion de organismosdetodo € género Mycobacterium
en los centros de referencia donde la secuenciacién auto-
matica esta disponible®12, Teniendo en cuenta estos an-
tecedentes, fueron planteados los siguientes objetivos:
a) introducir, en nuestro medio, técnicasmolecularespara

la identificacion de especies del género Mycobacte-

rium;

b) identificar anivel de especie una coleccion de aisla-
mientos del pasado y recientes, caracterizados fenoti-
picamente como Mycobacterium,en el Laboratorio de
Microbiologia de la Asociacién Espafiola Primerade
Socorros Mutuos (AEPSM).

Material y método
Muestras

Se procedi6 a estudiar una coleccion de 80 aislamientos
identificados como Mycobacterium por métodos fenoti-
picosen e laboratorio delaAEPSM. Dichacoleccién con-
tiene aislamientos realizados entre | os afios 1990 a 1999.
Las cepasfueron aidadasen medio de Lowenstein Jensen,
procedentes de muestras clinicas enviadas a Laboratorio
de Microbiol ogia parainvestigacion de micobacterias.

El ADN bacteriano de cada una de las cepas cultiva
dasseaidd cond sistemade extraccion de ADN de Qiagen,
Qiamp? DNA Mini Kit, segiin lasinstruccionesdel mismo.

Marcadores moleculares utilizados
Estudio del marcador 1S6110, especifico para el complejo
M. tuberculosis

Las amplificaciones de los fragmentos de insercién fue-
ron realizadas por PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa), utilizando los* primers’ T4y T5® y 36 ciclos
con € siguiente perfil térmico detrespasos: 95°C, 2 minu-
tos; 69°C, 2 minutosy 72°C, 1 minuto, mas unaextension
final de 7 minutos. Luego de laelectroforesis en gelesde
agarosa a 2%, los productos de amplificacion fueron
visualizados con tincion debromuro deetidio. Laidentifi-
cacion de bandas se realiz6 por comparaci on con un mar-
cador de peso molecular. En cada experimento fueinclui-
do un control negativo, un control positivo, junto con
controles de inhibicion de cada muestra. Estos Ultimos,

231



MSc. Ma. Noel Cortinas, Lic. Marina Fernandez, Dras. Ma. Inés Valeta, Ma. del Rosario Uriarte, Ma. Cristina Mogdasy

Anexo. Marcadores moleculares seleccionados

El elemento IS6110 es uno de los numerosos elementos genéticos moviles presentes en el género
Mycobacterium®!4, Sélo es detectable en las especies del complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum) y mantiene la estabilidad necesaria®*® para ser utilizado como herramienta diagnéstica
de los miembros de este complejo.

Los elementos genéticos de insercion denominados genéricamente IS representan secuencias de ADN
dispersas en los genomas bacterianos con actividad de transposicion. Gracias a esta actividad, el nimero de
copias de elementos IS y su localizacion en los genomas varia entre distintos organismos de la misma
especie. Estas diferencias pueden ser aprovechadas para el diagndstico y seguimiento epidemioldgico. La
movilidad junto a otros procesos como el de mutacién genera més variacion, diferencias que se traducen en
la identificacién de distintos linajes. A pesar de su capacidad de movimiento, algunos IS son suficientemente
estables como para poder identificar organismos que provienen de un mismo ancestro, permitiendo, de esta
manera, inferir la relaciéon entre distintas cepas y descubrir sus relaciones evolutivas?®.

La secuencia de ADNr 16s ribosomal forma parte de todos los organismos vivientes.

Dada su universalidad, ha sido posible reformular el arbol de la vida sobre la base del estudio de los datos
histdricos que permanecen escritos en su secuencia genética. De estos andlisis surge que los organismos
se vinculan formando tres grupos discretos que se denominan dominios de la vida: Arquea, Eubacterias, y
Eucariotas'”. Esta secuencia ha sido ampliamente utilizada en sistematica molecular de Eubacterias. Cada
especie viviente tiene su impronta genética propia, que la distingue de todas las demas.

Con la posibilidad de realizar la secuenciacion automatica de acidos nucleicos, la misma metodologia
gue se emplea para descifrar el genoma humano, se ha podido leer literalmente las cadenas de nucleétidos
estableciendo similitudes y diferencias que permiten establecer las relaciones ancestro-descendiente. De
esta forma, el género Mycobacterium, contiene fragmentos de secuencias nucleotidicas de su ADNs 16s
ribosomal que solo se encuentran en ese grupo de organismos y mas aun, existen zonas de secuencias
patognomonicas de cada una de las especies que forman el género. La lectura de secuencias de ADN en los
tres dominios ha revelado que la biodiversidad de organismos ha sido ampliamente subestimada. El caso de
Mycobacterium no ha sido una excepcion. De dos docenas de especies reconocidas hasta los 90, se ha

pasado a identificar mas de un centenar en el momento actual, nimero que continla en ascenso®®,

utilizados para descartar resultados fal sos negativos, con-
sisten en reacciones que contienen ADN de las muestras
problema contaminadas con ADN de Mycobacteriumtu-
berculosis del control positivo.

Para confirmar la especificidad de nuestros ensayos
se realizd la secuenciacion de las bandas amplificadas,
coincidentes con los pesos molecul ares esperados.

Identificacion de ADNr 16s por secuenciacion

Las amplificaciones de | os fragmentos fueron realizadas
por PCR, utilizando los* pri mers’ 244, 285, 264,y 259®). En
este caso las condiciones de amplificacion fueron; 95°C, 2
minutos; 69°C, 3 minutosy 72°C, 1 minuto, masunaexten-
sionfinal de7 minutospor 36 ciclos. Luego delaelectrofo-
resisen geles de agarosaa 2%, | os productos de amplifica-
cion fueron visualizados con tincién de bromuro de etidio.
Se utilizaron controles positivos, negativosy deinhibicién.
Se procedio ala identificacion de especie por secuencia
cion automatica con un equipo ABI 310 y utilizando
Sequencing Prism Mix, ambos de Applied Biosystems.

L osexcesos de enzima, nucledtidosy salesdelos pro-
ductos de PCR 16s ARNTr fueron extraidos antes dereali-
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zar las reacciones de secuenciacion haciendo pasar 1os
productos a través de columnas Centrisep (Princeton).

Creacion de una base de datos del género Mycobacterium

L as secuencias utilizadas paralacreacion de nuestrabase
de datos fueron extraidas a partir de las bases de datos de
acceso publico, GenBank y Ribosomal Database.

Andlisis de las secuencias obtenidas

Los resultados de las corridas fueron analizados y corre-
gidos con el paquete informatico Sequencing Analysis y
Sequence Navigator (Applied Biosystems). Posteriormen-
te fueron reconocidas con Blast (NCBI), luego alineadas
con Clustal W1.07“®y |areconstruccion filogenéticafue
realizadacon PAUP, utilizando méodosde parsimonia,
distanciay 1.000 réplicas debootstrap paraasignar el apo-
yo estadistico recibido por los distintos agrupamientos.
En el caso delas reconstrucciones por parsimonia se rea-
lizaron bisguedas de tipo heuristico y luego el arbol con-
senso. En el caso de los andlisis por distancias se utilizd
Kimura con dos pardmetros y Neighbor Joining como
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algoritmo de agrupamiento. La secuencia de Nocardia
asteroides fue utilizada como grupo externo®.

Resultados

Se procedi 6 alaamplificacién de ambos marcadores mole-
cularespor PCR apartir delasextraccionesde ADN (figu-
ra 1). De los 80 casos estudiados fueron obtenidas 75
amplificaciones positivas para el marcador 1S6110. Las
cinco muestras negativas mostraron amplificacion cuan-
do fueron contaminadas con ADN de M. tuberculosis,
descartdndose resultados falsos negativos.

Laamplificacion defragmentosde ADN 16sribosomal
fue confirmada paralos 80 casos, primero por tamafio en
geles de agarosay luego mediante |a secuenciaci 6n auto-
matica de los productos amplificados con los métodos
descritos.

Las secuencias generadas fueron revisadas manual-
mente con ayuda del programa Sequence Navigator. Su
alineamiento preliminar y comparaciones usando Blast
(NCBI), mostraron la existencia de un grupo de secuen-
cias que se asociaban alas secuencias de M. tuberculosis
depositadas en GenBank y de otro grupo, de cinco se-
cuencias, coincidentes con las muestras negativas para
1 S6110 que se asociaron con cepas de micobacterias dis-
tintas de M. tuberculosis.

La incorporacién de estas secuencias en un andlisis
filogenético junto con la base de datos generada a partir
de GenBank y Ribosomal Database permitié constatar
que 75 cepas, positivas parael marcador 1S6110, forma-
ban un “cluster” compartiendo la posicién topoldgica
con lasecuenciadereferenciade M. tuberculosis (figura
2.

Las cinco cepas que resultaron con amplificacion po-
sitiva solo para el fragmento de ADN 16s se clasificaron
en € &boal filogenético junto a distintas micobacterias
Mycobacterium no tuberculosis(MNT). Dos de €ellas se
agruparon con las secuencias dereferenciade M. kansasii;
otras dos con secuencias de M. fortuitumy larestante se
agrupé con lasecuenciade M. xenopi (figura2).

Como se muestraen latabla 1, lafrecuencia de apari-
ciondeM. tuberculosisy MNT fue 93,7%y 6,3%, respec-
tivamente, con un predominio general de muestras de
procedencia respiratoria. Dentro de las MNT, dos M.
kansasii, unaM. fortuitumy una M. xenopi se identifica-
ron apartir de aislamientos de expectoraci én de pacientes
con infecciones de localizacién pulmonar. Larestante M.
fortuitum se obtuvo apartir de unafistulade pierna, loca-
lizacién habitual paralasinfecciones oportunistas causa-
das por esta especie.

El estudio de las historias clinicas de los cuatro pa-
cientes con enfermedad pulmonar MNT permite apreciar
gue se presentaron como cuadros respiratorios prolonga-
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Figura 1. Amplificacion por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de los marcadores 1S6110 y ADNr 16s.
Carril 1 peso molecular, 100 pb. Carril 2, control negativo.
Carriles 3, 4, y 5, muestras negativas para 1S6110. Carriles 6
al 8, las mismas muestras amplificadas para ADNr 16s.
Carriles 9 al 11, controles de inhibicién (las mismas muestras,
contaminados con ADN de M. tuberculosis).
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Figura 2. Arbol filogenético del género Mycobacterium
generado a partir de datos del GenBank al que se agregaron
las secuencias de los aislamientos analizadas en nuestro
trabajo. Los circulos indican los lugares donde se ubicaron
las secuencias de los aislamientos de la coleccion. Las
especies extraidas de GenBank aparecen con su nombre y
las de la coleccion como Aislam. (Aislamiento), seguidas por
el nimero que recibieron en la colecciéon. Aparece un grupo
compacto de secuencias que se agrupa con M. tuberculosis
(H37Rv; NC 000962) y otras dispersas que se agrupan con
secuencias Mycobacterium no tuberculosis.
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dos, radiol 6gicamente compatibles con tuberculosis pul-
monar y, como tales, tratados con triple plan que incluia
pyrazinamida (tabla2)?.

Discusion

Hemos caracterizado con marcadores moleculares una
coleccién de aislamientos realizados durante |ladécada de
1990 por nuestro laboratorio, reconocidos como pertene-
cientes a género Mycobacterium.

L as condiciones de amplificacion tanto del fragmento
deinsercion 1S6110 como del fragmento ADNr 16sfueron
optimizadas satisfactoriamente en nuestro laboratorio.
Como erade esperar, se obtuvo laamplificacion del frag-
mento ADNr 16s en los 80 aislamientos estudiados. Sin
embargo, sélo 75 resultaron positivos para €l marcador
1S6110. La doble condicion, negativos 16110 y positi-
vos paraADNr 16s en cinco muestrasluego delaamplifi-
cacion por PCR planted dos alternativas: a) laausenciade
los fragmentos de insercion 1S6110 en las mismas, aun
perteneciendo a complejo M. tuberculosis, o b) la exis-
tencia de Mycobacterium no tuberculosis. La considera-
cién delaalternativaa) se fundamentaen que se hacom-
probado la ausencia de este fragmento de insercion en
algunas cepas del complejo M. tuberculosis de paises
asiéticos®?). Sin embargo, para los casos de nuestra co-
leccién, la alternativa b) fue la correcta, al corroborarse
por secuenciacion automéatica que se trataba de secuen-
ciascaracteristicasde MNT (figura3).

Nuestros resultados indicaron, por tanto, que €l frag-
mento de insercion 1S6110 es un buen marcador para el
diagnostico de cepas del complejo M. tuberculosis en
nuestro medio al igual que en otros paises®*9, Su prin-
cipa ventajaradicaenlarapidez paraa canzar e resultado
requerido; se necesita sdlo una reaccion de PCR a partir
del ADN extraido y la visualizacion de los productos se

realizacon tincion de bromuro deetidio luego deredlizada
la electroforesis. No se requiere un sofisticado equipa-
miento y todos los procedimientos son realizables en un
diadetrabajo. Unresultado negativo de | S6110 no exclu-
yelapresenciade MNT.

El andlisisde secuenciasde ADNr 16srequiere de equi-
pamiento més sofisticado, un secuenciador automatico
de &cidos nucleicos y bases de datos de referencia. La
gran ventagjade estametodol ogia es, ademéas delarapidez,
laamplitud de analisisposibles (todo €l género Mycobac-
terium) y la capacidad de reconocer nuevos genotipos de
micobacterias alin no descritog'?13). Por otra parte se €li-
mina toda subjetividad en la interpretacion asi como los
resultados fal sos negativos. A diferenciadelosfragmen-
tos de insercidn, las secuencias de ADNr 16s estan siem-
pre presentes porque forman parte estructural de los
ribosomas®. Un negativo en laamplificacion solo puede
atribuirse aproblemasenlaextraccion de ADN s losreac-
tivosy €l equipamiento funcionan correctamente.

Dado quelaprocedenciadelamayor partedelas mues-
tras fue de origen respiratorio, no es sorprendente este
predominio deM. tuberculosis (93,6%) respecto aMNT
(6,4%).

La confirmacion de aislamientos MNT fundamental-
mente en localizaci ones pulmonares sefiadlala necesidad,
desde el punto de vistaasistencial, de establecer un diag-
nostico anivel de especie, aun en paises de bajainciden-
ciadeM. tuberculosis siguiendo las recomendaciones de
laAmerican Thoracic Society (ATS)*.

La identificacién de M. kansasii y M. xenopi en
expectoraciones coincide con los datos de Estados Uni-
dos, Canaday Europa donde estas micobacterias consti-
tuyen la primera o segunda causa més frecuente de infec-
cién pulmonar crénica causada por micobacterias no tu-
bercul osis con presentacién clinico-radiol 6gica semejan-
te alatubercul osig?022,

Tabla 1. Composicion de muestras de la coleccion proveniente de la AEPSM
y caracterizacion de las cepas obtenidas

Muestras Liquidos Ganglios Otras: liquido de Totales
pulmonares pleurales rodilla, tiroides,
cutaneas, cuerdas
vocales
MTB 63 4 6 3 75
MNT 4o 0 0 1™ 5
Total 67 4 6 4 80

En la tabla, fistula de pierna se representa con *, dos cepas M. kansasii con 2K, dos cepas M. fortuitum con Fy
M. xenopi con X. MTB (M. tuberculosis) MNT (M. no tuberculosis).
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AACACATGCAAGTCGARCGGARAGGTCT ~CTTCGGAGATA-CTCGAGTGGCGAACGGGTG
ARCRCATGCAAGTCGAARCGGAARGGTCT ~CTTCGGAGATA-CTCGAGTGGCGAACGGGTG
AAAACATGCAAGT CGAACGGARAAGGTCT ~CTTCGGAGACA-CTCGAGTGGCGAACGGGTG
AARCACATGCAAGTCGRACGGRAAGGCC~-CTTCGGGG-TA-CTCGAGTGGCGARCGGGTG
ARCACATGCARAGTCGARCGGARAGGCCCGCTTCGCTGGGTGCTCGAGTGGCGRACGGGTG
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AGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTARTA
AGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACT TCGGGATARGCCTGGGAAACTGGGTCTAATA
AGTARCACGTGGGCAATCTGCCCTGCACACCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATA
AGTARCACGTGGGTGATCTGCCCTGCACT TTGGGATAAGCCT GGGAAACTGGGTCTARTA
AGTAACACGTGGGTGACCTGCCCTGCACT TCGGGATAAGCCTGGGARACTGGGTCTAARTA
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CCGGATAGGACCACGGGATGCATGTCTTGTGGTGGAARGCGCTT--TAGCGGTGTGGGAT
CCGGATAGGACCACGGGATGCATGTCTTGTGGTGGAAAGCGCTT ~~TAGCGGTGTGGGAT
CCGGATAGGACCARCTTGGCGCATGCCTTGTGGTGGAAAGC-TTT ~~T-GCGGTGTGGGAT
CCGAATATGACCATGCACTTCCTGGTGTGTGGTGGARAGC-TTT~-T-GCGGTGTGGGAT

CCGGATAGGACCGCGCCATGCATGTGGTGTGGTGGARAGCGTGTGGTAGTGGTGTGGGAT
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GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCARGGCGACGACGGGTAG
GAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGETGGGGTGACGGCCTACCARGECGACGACGGGTAG
GGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGT TGETGEGGTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAG
GGGCCCGCEGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAG
GGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGT TGGTGGGGTGATGGCCTACCARGGCGACGACGGGTAG
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CCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGA
CCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACT GGGACTGAGRTACGGCCCAGA
CCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGA
CCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGA

Als.92/M.x

- *

CCGGCCTGAGAGGGTGTCCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGA

Figura 3. Comparacion de secuencias obtenidas por secuenciacién de ADN 16s ribosomal correspondientes a los aislamientos
41, identificada como M. tuberculosis, 01 como M. kansasii, 78 como M. fortuitum y 92 como M. xenopi. Se incluyé en el
alineamiento la secuencia de referencia de M. tuberculosis H37Rv depositada en GenBank. Los asteriscos indican los sitios
donde aparecen diferencias de nucleétidos en los aislamientos estudiados.

Estos hallazgos muestran, ademés, la necesidad de
establecer la correcta identificacion de la micobacteria
infectante paralaimplementacion terapéutica. Por gjem-
plo, laresolucidn clinica espontanea de infecciones cau-
sadas por M. kansasii (de crecimiento lento en medios de
cultivo al igual que M. tuberculosis) que se presentan
clinicamente como “tubercul osis pulmonar” estadescrita
en muy pocos pacientes®*2, | asusceptibilidad antibictica
de este microorganismo es predecible. Es sabido que es
resistenteaalgunosdelosfarmacosutilizadosen el triple
plan antituberculosis, por gemplo pyrazinamida, y que
los resultados de tratamientos que incluyen rifampicina
son superiores a los que no la incluyen®.

Esta precision diagndstica presenta dos ventajas: evi-
ta e estudio y eventual tratamiento de los contactos, y
adquierenimportancialoslugaresdonde el paciente habi-
ta ya que se reconoce como reservorio natural de estos
organismos a las aguas méas que a los suelos®.

Laconfirmacion de M. fortuitum unamicobacteriade
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répido crecimiento, en un aislamiento de expectoracion,
merece algunas consideraciones: puede encontrarse alli
como saprofita colonizando las secreciones respiratorias
0 ser el agente causal de un proceso broncopulmonar. Se
adquiere por aspiracion y no se reconoce la transmision
personaapersona?29. Enlos procesos broncopulmonares
no existen elementos clinicos, radiol 6gicos ni histopato-
|6gicos que sean diagnosticos. Su susceptibilidad es
predecible eincluyeamikacina, ciprofloxacina, cefoxitiny
sulfas®, El otro aislamiento de M. fortuitum se confirmé
en unainfeccién de partes blandas, con una presentacion
clinicahabitual paraesta especie.

Ademés de estos gjemplos, la experienciainternacio-
nal recoge otros casos donde laidentificacion delamico-
bacteria infectante junto con interaccion médico-labora-
torio ha sido importante para la correcta eleccion de las
distintas posibilidades terapéuticas. Algunos de estos
casos incluyen ladistincion entre M. scrofulaceum de M.
gordonae, entre M. fortuitumy M. abscessus, entre M.
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Tabla 2. Resumen de los datos clinicos y de laboratorio de cuatro pacientes portadores
de Mycobacterium no tuberculosis en localizacion pulmonar

N° de aislamiento: 78

Edad: 38 afios

Sexo: masculino

Muestra: expectoracion x 3

Cultivo positivo: mayo de 1993
Identificacion fenotipica: M. fortuitum
Directo: negativo x 3

Cultivo: positivo x 3

Identificacién genotipica: M. fortuitum

Cuadro respiratorio prolongado (cuatro meses). Radiologi-
camente presento infiltrado intersticial con imagen hiliar iz-
quierda. Laringitis prolongada diagnosticada como
monocorditis tuberculosa por otorrinolaringélogo. PPD de
5 mm.

Recibe cuadruple plan antituberculosis. Buena evolucion
de la laringitis.

Cumple con los criterios de la ATS*

N° de aislamiento: 45

Edad: 28 afios

Sexo: femenino

Muestra: expectoracion x 1

Cultivo positivo: diciembre de 1995
Identificacion fenotipica: Mycobacterium de
crecimiento lento

Niacina negativo

Nitratos positivo

Directo: negativo x 1

Cultivo: positivo x 1

Identificacion genotipica: M. kansasii

Desde 1986 presenta lesién de vértice derecho de Rx de-
tectada en carné de salud. En 1994 se observa amplia-
cién de la imagen radiolégica, PPD 17 de mmy
baciloscopia positiva. En diciembre de 1995 presentd he-
moptisis, confirmada por ORL. En marzo de 1996 se derivd
a dispensario de la Lucha Antituberculosa para su trata-
miento antituberculosis (recibe triple plan con Rif, INH, Pyr)

No cumple criterios de la ATS*: se envid una sola muestra
al laboratorio.

N° de aislamiento: 01

Edad: 22 afios

Sexo: femenino

Muestra: expectoracion x 3
Identificacién fenotipica: Mycobacterium de
crecimiento lento

Niacina negativo

Nitratos positivo

Directo: positivo x 3

Cultivo: positivo x 3

Identificacién genotipica: M. kansasii

Cuadro respiratorio prolongado que radiolégicamente
muestra un proceso inhomogéneo en regién subclavicular
derecha con posible imagen excavada. Se derivo a dispen-
sario de la Lucha Antituberculosa para su tratamiento anti-
tuberculosis.

Cumple con los criterios de la ATS*

N°de aislamiento: 92

Edad: 67 afios

Sexo: masculino

Muestra: expectoraciéon x 2

Cultivo positivo: noviembre de 1998
Identificacion fenotipica: Mycobacterium de
crecimiento lento.

Niacina negativo

Nitratos negativo

Directo: positivo x 2

Cultivo: positivo x 2

Identificacion genotipica: M. xenopi

Bronquitico crénico, alcoholista con

antecedente de tuberculosis a los 17 afios. Sindrome de
repercusion general. Sindrome febril prolongado. En radio-
grafia de térax se observa proceso exudativo excavado de
hemitérax izquierdo.

Recibe tratamiento antituberculosis
(rifampicina, isoniacida, pyrazinamida)

Cumple con los criterios de la ATS*

* American Thoracic Society®?
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chelonae y M. mucogenicum*3,y en los pacientes inmu-
nosuprimidos laposibilidad de establ ecer infecciones pro-
vocadas por micobacterias del complejo M. avium-
intracellulare.

Finalmente, el estudio sistemético empleando técni-
cas moleculares como las descritasy otras complementa-
rias revelaran la verdadera biodiversidad de especies de
este género en nuestro pais. Aungue los niveles de inci-
dencia de tuberculosis en Uruguay son bajos?®), la situa-
cionregiona y del mundo esdiferente. Nuestros vecinos,
Brasil y Argentina, presentan nivelesdeincidenciamayo-
res?27y problemas adicionales por laexistenciade cepas
multirresistentes?2 . De acuerdo con los Ultimos infor-
mesdelaOrganizacién Mundial delaSalud, latuberculo-
sis es considerada una de las infecciones reemergentes a
nivel mundial, esperandose que parael afio 2010 ocupeel
tercer lugar dentro de las enfermedades preval entes?.

La disponibilidad de estas tecnologias diagndsticas
en nuestro medio preparard €l terreno para permanecer
atentos a estas realidades circundantes y a través de la
evaluacion de la biodiversidad se proveeran bases para
suinclusién en futuros programas de vigilanciaepidemio-
l6gica
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Summary

Traditional methods to determine phenotype identifica-
tion for mycobacterium arelonger ascompared with cellu-
lar procedures (4 to 6 weeks and 36 to 72 hours respec-
tively).

In Uruguay, the incidence of tuberculosis Mycobac-
terium is low and data on pulmonary tuberculosis cases
but caused by non-tuberculosis Mycobacterium (MNT)
—normally saprophytes—islacking.

From atherapeutic point of view, diagnosis based on
an accurate identification of Mycobacterium infectant may
be significant since treatment and management differ ac-
cording to the strain found.

Two DNA molecular markerswere chosenin our labo-
ratory to diagnose Mycobacterium through genotype
identification: |S6110insertion element and ribosomal DNA
sequences 16s (DNAr 16s) to determine specific identity
within Mycobacterium.

Once selected molecular techniqueswere updated, we
undertook a retrospective study of 80 isolates identified
as Mycobacterium by phenotype methods. Most of the
isolates (75/80) were tubercul osis Mycobacterium strains.

Vol. 18 N° 3 Diciembre 2002

Theremained fivewereidentified asMNT strains, of which
three caused pulmonary infections.

Résumé

L es méthodes traditionnelles d' identification phénotypi-
gue du genre Mycobacterium sont lentes et peu sensi-
bles, quatre a six semaines étant nécessaires pour avoir
un diagnostic approprié a partir d'une culture positive.
L es procédés moléculaires ont permis de raccourcir cette
période: on obtient desrésultants au bout de 36-72 heures.

Dans notre pays, I'incidence de M. tuberculosis est
basse et il 'y a pas de registres pour savoir la fréquence
avec laquelle les cas diagnostiqués comme tuberculose
pulmonaire sont en réalité causés par Mycobacterium non
tuberculose (MNT), normalement saprophytes.

Du point de vue thérapeutique, le diagnostic étiolo-
gique a travers I'identification précise de |’ espéce de
mycobacterium infectante est un apport important, étant
donné que le traitement varie selon I’ espéce en question.

Voilapourquoi on aintroduit dans notre laboratoirele
diagnostic de Mycobacterium atravers son identification
génotypique. Pour ce faire, on a choisi deux marqueurs
moléculaires d’ ADN: la séquence d’insertion 1S6110,
caractéristique des génomes du complexe M .tubercul ose,
et la séquence du gene ribosome 16s (ADN 16s) pour
étudier I’ identité spécifique dansle genre Mycobacterium.

Une fois mises a point les techniques moléculaires
sdlectionnées, on fait une étude rétrospective d’ une collec-
tion de 80 isolements, identifiés comme Mycobacterium
par des méthodes phénotypiques. La plupart des
isolements (75/80) étaient des cépes du complexe M.
tuberculose. Lesautres cing ont ééidentifiés comme des
cepes MNT, dont trois étant la cause d’infections
pulmonaires.
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