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Resumen

Introduccién: las micobacterias no tuberculosas (MNT) forman un grupo heterogéneo
de microorganismos que pueden provocar infeccién en humanos. Las micobacterias no
pigmentadas de crecimiento rdpido (MNPCR) tienen interés clinico debido al nimero
creciente de pacientes infectados por estas y a la dificultad del tratamiento. Dentro de
ese grupo se reconocen como patégeno potencial Mycobacterium fortuitum, Mycobac-
terium abscessus y Mycobacterium chelonae. Estas especies han sido aisladas tanto
de infecciones pulmonares como extrapulmonares. Objetivo: el objetivo de este traba-
jo es determinar la frecuencia de aislamiento de especies micobacterianas de creci-
miento rdpido no pigmentadas, a partir de muestras clinicas utilizando la técnica mo-
lecular diagnédstica GenoType® Mycobacterium CM. Material y Método: se analizaron
249 aislados de micobacterias no tuberculosas obtenidos a partir de muestras pulmo-
nares y extrapulmonares procedentes de pacientes sintomdticos en el periodo enero
2018-diciembre 2022. Para la identificacién de especies se utilizé la técnica molecu-
lar GenoType® Mycobacterium CM. Resultados: se obtuvieron 77 (30,9%) aislamientos
de especies no pigmentadas de crecimiento rdpido. Estas fueron identificadas en orden
decreciente: Mycobacterium fortuitum 65 (84,4%), Mycobacterium abcessus 9 (11,6%)
y Mycobacterium chelonae 3 (4%). Conclusiones: los resultados reafirman que la es-
pecie Mycobacterium fortuitum es la responsable de la mayor parte de las infecciones
causadas por micobacterias de rdpido crecimiento en humanos. La técnica diagndsti-
ca GenoType® Mycobacterium CM es una herramienta util para la identificacién rdpida
de micobacterias con resultados precisos en menor tiempo, logra acortar significativa-
mente el tiempo diagndstico y permite la aplicacion temprana del tratamiento especifi-
co, lo que evita la diseminacion de la infeccidn.
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Abstract

Introduction: non-tuberculous mycobacteria (NTM) form a heterogeneous group of mi-
croorganisms that can cause infection in humans. Fast-growing non-pigmented my-
cobacteria (MNPCR) are of clinical interest due to the increasing number of patients
infected by them and the difficulty of treatment. Within this group, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium abscessus and Mycobacterium chelonae are recognized as
potential pathogens; these species have been isolated from both pulmonary and ex-
trapulmonary infections. Objective: the objective of this work is to find the frequency of
isolation of fast-growing non-pigmented mycobacterial species, specifically the Myco-
bacterium fortuitum complex, from clinical samples using the GenoType® Mycobacteri-
um CM diagnostic molecular technique. Material and Method: 249 isolates of non-tu-
berculous mycobacteria obtained from pulmonary and extrapulmonary samples from
symptomatic patients in the period January 2018-December 2022 were analyzed. The
GenoType® Mycobacterium CM molecular technique was used to identify the species.
Results: 77 (30.9%) isolates of fast-growing non-pigmented species were obtained,
these were identified in decreasing order: Mycobacterium fortuitum 65 (84.41%), Myco-
bacterium abcessus 9 (11.68%) and Mycobacterium chelonae 3 (4%). Conclusions: the
results reaffirm that the Mycobacterium fortuitum complex is responsible for most in-
fections caused by fast-growing mycobacteria in humans. The GenoType® Mycobacte-
rium CM diagnostic technique is a useful tool for the rapid identification of mycobacte-
ria; it provides accurate results in less time, significantly shortening the diagnostic time,
it allows the early application of specific treatment, thus avoiding the spread of infec-
tion.

Keywords: Non-tuberculous mycobacteria, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae,

Mycobacterium abscessus, GenoType® Mycobacterium CM.

Introduccion

Dentro del género Mycobacterium, la incidencia de micobacterias no tuberculosas (MNT) aso-
ciadas a diferentes patologias pulmonares y extrapulmonares cada vez es mayor. Las MNT es-
tdn ampliamente distribuidas en la naturaleza; agua, suelo y animales. Dentro de ellas, las mico-
bacterias de crecimiento rdpido (MCR) aproximadamente son la mitad de las especies descritas,
y el grupo conformado por especies no pigmentadas conforma el mayor porcentaje de aisla-
miento. El espectro de infecciones causadas por MCR es enormemente amplio e incluye nume-
rosos sindromes clinicos como son: infecciones respiratorias, piel y partes blandas, infecciones
asociadas a biomateriales y otras; cada una de ellas plantea problemas terapéuticos especifi-
cos.!?

Llama la atencién el importante aumento de las infecciones causadas por estos organismos,
tanto localizadas como diseminadas, incluso pseudo brotes en instituciones de salud. Este incre-
mento se presenta principalmente en pacientes con factores de riesgo; VIH+, onco-hematoldgi-
cos, receptores de trasplantes, patologias crénicas como la EPOC, fibrosis quistica y otras. Este
tipo de paciente también es propenso a desarrollar coinfeccién entre Mycobacterium tuberculo-
sis y otras especies no tuberculosas.®#

Las especies mds representativas de este grupo en cuanto a su relevancia clinica son: Myco-
bacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae y Mycobacterium abscessus. Sin embargo, gra-
cias al desarrollo de técnicas analiticas como la espectrometria de masas, se han descrito otras
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especies pertenecientes al complejo Mycobacterium fortuitum capaces de causar enfermeda-
des humanas: M. fortuitum, M. peregrinum, M. mucogenicum, M. senegalese, M. mageritense,
M. septicum, M. alvei, M. houstonense, M. boenickei, M. conceptionense, M. porcinum, M. newor-
leansense, M. brisbanense y M. setense.>®

El objetivo de este trabajo es determinar la frecuencia de aislamiento de especies micobacte-
rianas de crecimiento rdpido no pigmentadas, a partir de muestras clinicas utilizando la técnica
molecular diagndstica GenoType® Mycobacterium CM.

Material y métodos

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal en el cual se analizaron 249 aislados de
MNT obtenidos en la seccion de diagndstico del Laboratorio Nacional de Referencia e Inves-
tigaciones de Tuberculosis/Lepra/Micobacterias, Centro Colaborador OPS/OMS del Institu-
to de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK), y otros aislados enviados para su identificacién de
los laboratorios de TB de los Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia
(CPHEM) del pais. En el periodo entre enero 2018-diciembre 2022. Para su identificacidn, se uti-
lizd la técnica molecular GenoType® Mycobacterium CM (Hain Lifescience GmbH), siguiendo las
instrucciones del fabricante.”

Los aislamientos de MNT analizados cumplieron con los criterios establecidos por la Ameri-
can Thoracic Society para el diagndstico de enfermedad pulmonar y extrapulmonar por MNT.8
Muestra pulmonar:

— Esputo: dos o0 mds cultivos (+)

— Aspirado bronquial: cultivo (+) o baciloscopia (+)

Muestra extrapulmonar:

— Biopsia: cultivo (+)

— Muestras estériles (liquidos corporales): cultivo (+)

— Otras: cultivo (+)

La transportacion y traslado de los aislados procedentes de los CPHEM cumplié con las nor-
mas de bioseguridad establecidas para los laboratorios de micobacteriologia.® 1°

Aspectos éticos

Por el tipo de estudio que se realizd, no se requirié de consentimiento informado de los pacien-
tes involucrados en esta investigacion. El trabajo se llevé a cabo en cabinas de bioseguridad cla-
se ll, segun las normas y procedimientos del laboratorio para el trabajo con micobacterias. Los
nombres de los pacientes involucrados se mantuvieron de manera confidencial. No hubo con-
flicto de intereses entre los autores. El protocolo de investigacion fue evaluado y aprobado por
la Comisién Cientifica Especializada de Microbiologia y el Comité de Etica de Investigacién-IPK.

Resultados

La figura 1 muestra los resultados de todos los aislamientos de MNT obtenidos durante este pe-
riodo segun clasificacién de Runyon. Como se puede observar, los grupos predominantes fueron
el Grupo lll'y el Grupo 1V, especificamente las MNPCR.
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Figura 1.
Muestra los resultados obtenidos segun clasificacion de Runyon.
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En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos mediante la utilizacion de la prueba mo-
lecular diagndstica GenoType® Mycobacterium CM para la identificacién de MNPCR. El mayor
porcentaje correspondid a las especies Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae y
Mycobacterium abcessus, especies pertenecientes al Grupo |V segun clasificacidén descrita por
Runyon.

Tabla 1.

Muestra los resultados obtenidos en la identificacion molecular mediante el ensayo GenoType® Mycobacte-
rium CM de los aislados de MNPCR.

Mycobacterium GenoType CM N° (%) Patrén de bandas
M. fortuitum 65 84.4 1.2,3,714
M. abscessus 9 11.7 1,2,3,5,6,10
M. chelonae 3 3.9 1,2,3,5,10
Total 77
Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio reafirman la presencia de especies micobacterianas
pertenecientes a todos los grupos, segun clasificacién descrita por Ernest H. Runyon. Dentro de
las especies de crecimiento lento, el Grupo Il fue el mds representativo. De las especies de cre-
cimiento rdpido pertenecientes al Grupo IV, las mds representativas fueron las especies no pig-
mentadas; dentro de estas Mycobacterium fortuitum fue mds predominante. Ambos resultados
concuerdan con los descritos en la literatura cientifica revisada. Las infecciones por MNPCR se-
guirdn siendo un desafio inherente para los médicos por las dificultades que presentan para el
diagndstico y tratamiento.t2

Se debe sefialar que del total de aislamientos de MNT, la mayoria eran procedentes de PV-
VIH. Durante las uUltimas tres décadas se ha observado un notable incremento de las infeccio-
nes causadas por MCR, tanto localizadas como diseminadas, asi como de los brotes nosocomia-
les provocados por contaminacion de equipos médicos; este aumento estd también asociado al
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desarrollo de la mesoterapia. El cultivo e identificacidn de estas especies son requisitos impres-
cindibles para el diagndstico. La tincidn cldsica de Ziehl-Neelsen es la recomendada, por cuan-
to la técnica de fluorescencia con auramina es negativa en el 30% de las MCR. La identificacion
taxondmica se realiza mediante técnicas fenotipicas, bioquimicas, analiticas y moleculares.'**3

El curso clinico y radioldgico de estas infecciones, si son pulmonares, es muy similar al de la
TB, evolucionando en la mayoria de los pacientes de forma crénica y lentamente progresiva. No
obstante, en algunos casos, las lesiones pueden permanecer estables por periodos prolonga-
dos de tiempo, la resolucidn espontdnea no ocurre y, en algunos casos, la curacién de estas sue-
le requerir la escisidn quirdrgica. Desde el punto de vista clinico, las especies patégenas oportu-
nistas, entre las que se encuentran las MCR, se consideran oportunistas mayores u oportunistas
menores segun la mayor o menor incidencia en enfermedad humana.t2#

A pesar de este resurgir de las MCR como patdgenas emergentes, para considerar la posible
patogenicidad de una determinada especie es preciso cumplir con los criterios de la American
Thoracic Society tanto para el diagndstico de enfermedad por MNT pulmonar o extrapulmonar.®
Ademds, se deben constatar los datos clinicos del paciente, la fuente de aislamiento y las car-
acteristicas microbioldgicas del cultivo. También, es importante considerar la evolucion del paci-
ente tras el tratamiento especifico. El tratamiento para las micobacterias de crecimiento rdpido
difiere del de la TB, incluso del de otras micobacteriosis debido a la variable sensibilidad in vitro
de este grupo. Estas pueden ser sensibles a antimicrobianos de amplio espectro.*!®Incluye la
administracién de antibidticos de acuerdo con los patrones de sensibilidad y la actuacién quirdr-
gica en el caso de linfadenitis, infecciones de la piel y tejidos blandos. La eleccién de un trata-
miento varia en funcion de tres factores principales: la presentacién clinica (pulmonar o extra-
pulmonar), la especie micobacteriana responsable de la infeccidn y el estado inmunoldgico del
paciente. Esto ha permitido orientar al clinico a seleccionar una terapia empirica.t3-1%

La especie Mycobacterium fortuitum es responsable de la mayor parte de las infecciones
causadas por MNPCR. Sin embargo, muy pocos son los reportes de estas especies como paté-
genos potenciales en piel, tejidos blandos u otros; no porque no se produzcan sino porque los es-
pecialistas no asocian estos casos a este tipo de infeccidon micobacteriana.!?

Recientemente, Kumar et al. reportaron en un estudio de 475 aislados de MNT, procedentes
de biopsias de piel y tejidos blandos, que la MNPCR aislada con mayor frecuencia fue M. absces-
sus 184 (38,7%), sequida por M. fortuitum 150 (31,5%) y M. chelonae con 72 (15%). Otros estu-
dios también han documentado la aparicidn de estas especies asociadas a infecciones postqui-
rurgicas, debido a instrumentacion contaminada.5-1°

En Cuba, se ha implementado el uso de las técnicas moleculares diagndsticas (Genotype®
Mycobacterium CM/AS) para la identificacién de MNT. En el primer trabajo, se estudiaron 73 ais-
lados de micobacterias no tuberculosas procedentes de muestras pulmonares recibidas de uni-
dades de salud ubicadas en varias provincias del pais. Los resultados mostraron que las espe-
cies pertenecientes al complejo Mycobacterium avium intracellulare y Mycobacterium fortuitum
fueron las que tuvieron mayor frecuencia de aislamiento con 33 (45.2%) y 26 (35.6%), respec-
tivamente. Ademds, se demostré que GenoType® Mycobacterium CM y GenoType® Mycobacte-
rium AS son herramientas adecuadas (rdpidas, sensibles y operativas) para la identificacién de
especies de MNT. Mds recientemente, otro estudio fue realizado aplicando la técnica molecular
Genotype® Mycobacterium CM, con el objetivo de identificar y diferenciar las especies pertene-
cientes al complejo Mycobacterium avium. En este estudio, se analizaron 217 aislados de MNT
procedentes de pacientes sintomdticos respiratorios.

De estos, se obtuvieron 91 (42%) aislados, 34 (37,4%) Mycobacterium avium y 57 (62,6%)
Mycobacterum intracellulare. Del total de aislamientos obtenidos, 50 procedian de PVVIH, lo
que reafirma que los pacientes que por diversas causas presenten algun tipo de deterioro en su
barrera inmunoldgica son mds susceptibles a este tipo de infecciones.?*2

El empleo de técnicas moleculares para la identificacién de MNT ha logrado acortar signifi-
cativamente el tiempo diagndstico. Un ejemplo de estas son el Genotype® Mycobacterium CM
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y Genotype® Mycobacterium AS, con las cuales se han obtenido resultados muy precisos.?! Re-
cientemente, se realizé un estudio donde se emplearon estas técnicas para la identificaciéon de
MCR comparadas con espectrometria de masas (MALDI-TOFMS) y secuenciacién parcial del
gen rpof3 con andlisis filogenético como método de referencia. Este estudio reafirmé que con la
aplicacién de la técnica Genotype® Mycobacterium CM se obtuvo una buena identificacién y di-
ferenciacion de las especies pertenecientes al complejo Mycobacterium fortuitum.?*

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que casi un tercio de las micobacterias no
tuberculosas aisladas corresponden a especies micobacterianas de crecimiento rdpido no pig-
mentadas (MNPCR) pertenecientes al Grupo IV y, de estas, la especie que tiene mayor porcen-
taje de aislamiento fue Mycobacterium fortuitum, lo que concuerda con otros estudios. Las in-
fecciones por MNPCR seguirdn siendo un desafio inherente para los médicos por las dificultades
que presentan para el diagndstico y tratamiento. La sospecha clinica temprana es muy necesa-
ria junto con la utilizacién de técnicas moleculares diagndsticas de mayor sensibilidad, que im-
plicaria mayor oportunidad de aplicar tempranamente el tratamiento especifico y evitaria asi la
diseminacién de la infeccidn, sobre todo en los grupos de riesgo.
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