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Resumen: El complejo Mycobacterium abscessus estd conformado por micobacterias de
crecimiento rapido (MCR) e incluye especies patégenas emergentes multirresistentes
que causan infecciones localizadas, diseminadas e, incluso, brotes nosocomiales por
contaminacién de equipos médicos. Durante las tltimas décadas se ha observado un
incremento considerable de estas infecciones. El diagndstico microbiol6gico ademds de
incluir el analisis de laboratorio cldsico, comprende también la caracterizacién molecular
y pruebas de susceptibilidad, estas tltimas son de vital importancia debido a que
las distintas especies que conforman el complejo M. abscessus presentan perfiles de
susceptibilidad variables a los antimicrobianos de uso habitual en la prictica clinica. En
este articulo comentamos aspectos relevantes del diagnéstico clinico y microbiolédgico
de las infecciones pulmonares y de piel y tejidos blandos producidas por subespecies del
complejo M. abscessus.

Palabras clave: Mycobacterium abscessus, diagndstico microbioldgico, enfermedad
pulmonar, infecciones de piel y tejido blando.

Abstract:  Mycobacterium abscessus complex includes rapidly growing mycobacteria
(RGM) and emerging multidrug resistant pathogens that cause localized, disseminated
infections and even nosocomial outbreaks from contamination of medical equipment.
In the last decades, the incidence of these infections has significantly increased. The
microbiological diagnosis, in addition to the classic laboratory analysis, also includes the
molecular characterization and susceptibility tests, the latter being of vital importance
because the different species of M. abscessus complex have variable susceptibility profiles
to the antimicrobials of used in clinical practice. In this paper we discuss relevant aspects
of the clinical and microbiological diagnosis of lung and skin and soft tissue infections
produced by subspecies of M. abscessus complex.

Keywords: Mycobacterium abscessus, microbiological diagnosis, pulmonary disease,
skin and soft tissue infections.

Introducciéon

El analisis del genoma del complejo Mycobacterium abscessus ha
originado multiples revisiones en la taxonomia de estos microorganismos.
Actualmente no se ha logrado un consenso en la denominacién de
estas micobacterias, algunos investigadores sefalan que el complejo
M. abscessus esté conformado por 3 genomoespecies: M. abscessus, M.
bolletii y M. massiliense (1). Sin embargo, recientemente se reportd que
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las distancias gendmicas encontradas entre las especies de este grupo
bacteriano no son suficientes para justificar la distincién en especie, pero si
cumplen con los criterios para diferenciarlas en subespecies: M. abscessus
subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massiliense y M. abscessus subsp.
bolletii (2,3,4). En esta revision bibliogréfica utilizaremos la clasificacion
en genomoespecies.

Las especies del complejo M. abscessus se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza, siendo el ambiente el reservorio mis
importante y la fuente principal de infeccién para el hombre. Estas
bacterias son bacilos 4cido-resistentes (BAR), aerobios obligados,
inméviles, no esporulados, no producen pigmentos y crecen en un rango
de temperatura que oscila entre 28 y 35°C (5,6). Desde el punto de vista
clinico y epidemioldgico, las patologias mds importantes producidas por
las especies que conforman este complejo son: la enfermedad pulmonary
las infecciones de piel y tejido blando. En las tltimas décadas la incidencia
de estas infecciones se ha incrementado significativamente en todo el
mundo (3,7). En Venezuela se ha registrado un notable ascenso de las
infecciones de piel y tejido blando asociadas con procesos cosméticos
producidas por el complejo M. abscessus (8,9,10).

Otro aspecto que enfatiza la importancia clinica del complejo M.
abscessus es la elevada resistencia a los quimioterdpicos antituberculosos
y a la mayoria de los agentes antimicrobianos, siendo este grupo
bacteriano el mis resistente a los antibidticos, considerandoseles un
problema de salud publica (7,11). Adicionalmente, estas micobacterias
fenotipicamente presentan perfiles de susceptibilidad variable a los
antibidticos de uso habitual en la prictica clinica (7,12,13). Por
consiguiente, existe la necesidad de identificar correctamente cada aislado
y realizar los estudios de susceptibilidad antimicrobiana. En este contexto,
a continuacién se describiran los aspectos mas relevantes y actualizados
sobre la clinica y el diagndstico microbiolégico de la enfermedad
pulmonar y de las infecciones de piel y tejidos blandos producidas por las
especies del complejo M. abscessus.

Diagnéstico clinico

Enfermedad pulmonary. Se presenta particularmente en pacientes
con cancer de pulmén o con enfermedades subyacentes, tales como:
la fibrosis quistica, bronquiectasia, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica o individuos que previamente hayan tenido tuberculosis, entre
otras (5). Se desconoce atin si existe un periodo de latencia tras la
infeccién y generalmente la enfermedad es asintomitica, pero de curso
progresivo, y se manifiesta exacerbando los sintomas de la patologia
subyacente produciendo una disminucién de la funcién pulmonar
y deterioro de la calidad de vida. También puede complicarse y
evolucionar a una insuficiencia respiratoria aguda (3). El establecimiento
del diagnéstico clinico y microbioldégico de la enfermedad pulmonar
debida al complejo M. abscessus no es sencillo, puesto que el
aislamiento de estos microorganismos a partir de muestras clinicas
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no es, en si mismo, diagnéstico de la enfermedad (14). La Sociedad
Americana de Térax (ATS, del inglés American Thoracic Society) y la
Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA, del inglés
Infectious Diseases Society of America) han emitido un conjunto de
criterios para diferenciar el aislamiento ocasional de micobacterias no
tuberculosas (MNT), que incluyen las MCR, de la verdadera enfermedad
pulmonar producida por este grupo de microorganismos, estas directrices
comprenden la evidencia clinica, radioldgica y microbioldgica de la
enfermedad (Tabla 1). De tal manera que es necesario evaluar en
conjunto la condicién fisiopatoldgica del paciente, los antecedentes
epidemioldgicos, el cultivo de un espécimen clinico representativo y/o
el analisis histoldgico de una biopsia de tejido. Ademds, es importante
la comunicacién entre el médico y el microbidlogo para contribuir a
optimizar el diagnéstico de laboratorio (3,14). En la tabla 2 se resumen
el diagndstico diferencial de la enfermedad pulmonar producidos por M.
abscessus.

Tabla 1.

Resumen de los criterios diagndsticos para las infecciones pulmonares producidas
por micobacterias no tuberculosas propuestos por la Sociedad Americana de Térax.

Tipo de diagndstico

Clinico

Criterio diagndstico

Sintomas pulmonares, presencia de opacidades nodulares o cavitarias en la radiografia de

Microbioldgico

térax o la observacién de bronquiectasias multifocales con ndédulos pequefios multiples
reveladas por una tomografia computarizada de alta resolucidn.
Apropiada exclusién de otros diagndsticos.

Cultivos positivos en dos muestras de esputo expectorados por separado (si los resultados de
las muestras de esputo inicial no son diagndsticos, considerar repetir la baciloscopia y cultivo).
Cultivos positivos en un lavado bronquial.

Biopsia pulmonar transbronquial o de otro tipe con caracteristicas histopatoldgicas de
micobacterias (inflamacidn granulomatosa o BAR) y un cultive positive para MNT a partir de
uno o mas esputos o lavados bronquiales.

Consultar a expertos cuando se recuperen MNT infrecuentes o que representen una
contaminacién ambiental.

Pacientes con sospecha de enfermedad pulmonar por MNT, pero que no cumplen con los
criterios de diagndsticos deben ser sometidos a un seguimiento hasta que el diagndstico esté
firmemente establecido o excluido.

El diagnodstico de la enfermedad pulmonar MNT, per se, no hace necesaria la instauracion de la
terapéutica antimicrobiana, es una decision que debe basarse en los posibles riesgos y
beneficios de la terapia individual para los pacientes.

MNT: micobacterias no tuberculosas; BAR: bacilos 4cido-resistentes. Tomado de van Ingen, 2013 (14).

Infecciones de piel y tejidos blandos.  Generalmente se originan

posterior a un procedimiento quirdrgico, trauma u otras técnicas,
tales como acupuntura, liposuccion, mesoterapias, implantes mamarios,
inyeccién de silicona, uso de catéteres intravenosos, entre otros (5,15).
La sospecha diagnostica se realiza de acuerdo con datos referenciales
(inyecciones, heridas traumdticas o quirtrgicas, profesién u ocupacion,
exposicién a agua o uso de sustancias contaminadas con MNT, etc.), las
manifestaciones clinicas, la negatividad de los estudios microbiolégicos
tradicionales, ademds del inicio tardio de los sintomas (2 a 14 semanas)
después del antecedente (8,15).
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La presentacién clinica es variable de acuerdo a la especie de MCR
involucrada, las lesiones aparecen como pépulas eritematosas violiceas y
pustulas que luego progresan a nédulos ulcerados. También se pueden
observar abscesos subcutineos pidgenos con una reaccién inflamatoria
aguda, dermatitis, celulitis, foliculitis, ulceras y reaccién inflamatoria
crénica con formacién de fistulas. Si bien las lesiones son mas comunes
en las extremidades inferiores, seguido de las extremidades superiores y
tronco, algunas tienen una distribucién particular como las relacionadas
con procedimientos cosméticos (8,15,16,17,18). En la tabla 2 se resume
el diagnéstico diferencial de las infecciones de piel y tejidos blandos
producidos por M. abscessus.

Diagnéstico microbioldgico

Incluye la observaciéon microscdpica directa de muestras clinicas, el
cultivo, la identificacién de las especies aisladas mediante técnicas
fenotipicas, bioquimicas, cromatogréficas o moleculares y las pruebas de
susceptibilidad (7).

Recoleccion de muestras: Origen pulmonar. Un diagnéstico apropiado
comienza con la recoleccidon de una muestra de buena calidad. Un estudio
aleatorio demostré que la correcta instruccién de los pacientes para la
recoleccién adecuada de las muestras de esputo aumenta el rendimiento
de la deteccién (27- 32%) en el examen directo de BAR para el
diagnéstico de tuberculosis (TB). Es probable que este incremento pueda
ser observado también en los pacientes con infecciones respiratorias por

MNT (20).
Tabla 2.

Diagnéstico diferencial de la enfermedad pulmonar e
infecciones de piel y tejidos blandos producidos por M. abscessus.

Infeccién Diagndstico diferencial Comentario Referencia
Pulmonar Tuberculosis El estudio radiolégico muestra bronquiectasia y Lee et al.(3)
lesiones nodulares (Iébulos superiores) que se van Ingen (14)
asemejan a la tuberculosis pulmonar.
Autores han sugerido que la enfermedad
pulmonar por MNT se caracteriza por cavidades
de paredes delgadas, mientras que la tuberculosis
se presenta con cavidades de paredes gruesas.
sarcoidosis, En todas se presentan las lesiones cavitarias van Ingen (14)
hongos, Nocardiasis
Piel y tejidos Tuberculosis, leishmaniasis, El diagndstico diferencial debe hacerse con todas Ortegdn et al. (19)
blandos pidgenas, los aquellas entidades que se manifiestan por

reumatoideos, los nddulos, abscesos, ulceras o trayectos fistulosos.

a cuerpo
esporotricosis,

nocardiosis y botriomicosis,

Un aspecto importante a considerar en el procesamiento
microbioldgico es la temperatura de almacenamiento de las muestras
de origen respiratorio. Estudios comparativos senalan que el
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almacenamiento de muestras de esputo a temperatura ambiente afecta la
viabilidad de M. tuberculosis (disminuye del 92% al 83%), por el contrario,
a 4°C se observé una mejor preservacion de este microorganismo vy las
baciloscopias positivas no mostraron variaciones (20). Por lo tanto, se
recomienda mantener las muestras a dicha temperatura hasta el momento
de su procesamiento. Hasta ahora no se ha determinado el efecto del
retraso en el procesamiento de las muestras de esputo sobre los resultados
de microscopia y cultivo para el aislamiento de MNT.

Muestras de piel y de tejidos blandos. Las muestras que ofrecen mayor
probabilidad de aislamiento de las especies del complejo M. abscessus son
el material de drenaje obtenido de abscesos cerrados y la biopsia tisular.
Los aislamientos procedentes de la piel y de partes blandas suelen ser
clinicamente importantes, a diferencia de lo que sucede con los aislados
obtenidos a partir de muestras de origen respiratorio (15,21).

Una muestra de buena calidad debe recolectarse antes de iniciar un
tratamiento empirico con antibidtico y se tomara unicamente de aquellas
lesiones que presenten signos clinicos de infeccién, igualmente la cantidad
de este material clinico debe ser adecuada evitando, en lo posible, la
contaminacién con la flora bacteriana comensal. En biopsias y heridas
cerradas se recomienda desinfectar la piel con clorhexidina al 2%, etanol
70% o povidona yodada 10%. En este ultimo caso, se debe dejar secar
la solucién y eliminar el exceso de yodo con etanol antes de iniciar la
recoleccion de la muestra. En heridas abiertas, se aconseja eliminar el
material necrético y los tejidos desvitalizados y lavar “a chorro” con
solucién salina fisiologica estéril. No se recomienda tomar muestras
superficiales mediante la utilizacién de una torunda o hisopado, debido
a que los aislamientos en la superficie de la herida pueden no reflejar
exactamente los microorganismos que se encuentran en la profundidad
de la misma (21).

En el caso de abscesos cerrados, se recomienda aspirar el material
purulento con una jeringa, preferiblemente a través de una zona de piel
sana. Si asi no se obtiene muestra, se puede inyectar solucién salina
fisioldgica estéril en el tejido subcutdneo e intentar volver a aspirar. Una
vez realizada la aspiracién, se debe expulsar el aire, tapando la aguja
con una gasa estéril impregnada en alcohol para eliminar el riesgo de
aerosoles. Posteriormente, se cambia la aguja por otra estéril y se inocula
parte del contenido en medios de cultivos selectivos y no selectivos —
los cuales se describirdn mds adelante— y la otra porcién de la muestra
se utilizard para realizar extendidos en ldminas portaobjetos para ser
tenidos y observados en el microscopio. En el caso de muestras de tejidos
obtenidos mediante biopsias, se recomienda obtener suficiente muestra,
evitando las zonas necréticas. Estas muestras pueden obtenerse mediante
puncién- aspiracion (biopsia con sacabocados, también llamada punch), o
mediante procedimiento quirtrgico abierto (21).

Observacidn microscdpica. Proporciona el primer indicio de la presencia
BAR, caracteristica que ayuda en la deteccién inicial y conjuntamente
con los datos clinicos puede orientar el diagnéstico presuntivo de
micobacteriosis sin establecer diferencias entre las distintas especies de
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este grupo bacteriano (7,22). En muestras obtenidas de lesiones cutdneas
o subcutdneas, a diferencia del esputo, la utilidad de las tinciones es
limitada debido al recuento bajo de BAR (7,15). Frecuentemente se
utilizan 2 técnicas de tincidn: coloracion con fluorocromo y la coloracion
de Zielh-Neelsen (ZN), en ambas técnicas los colorantes auramina
y carbolfucsina se unen al acido micélico de la pared celular de las
micobacterias, por consiguiente, los BAR se observan de color amarillo
brillante o fucsia, respectivamente (22).

La coloracién con fluorocromo presenta una baja sensibilidad (22%) y
una elevada especificidad (99,2%) con respecto a la técnica convencional
de ZN debido a que los tejidos no especificos o detritos celulares pueden
ser confundidos con bacilos al utilizar un objetivo de bajo aumento (25X),
por lo que se recomienda recurrir a una magnificacién mayor (40X) para
confirmar cualquier forma bacteriana sospechosa. Por otra parte, una de
las principales ventajas de la auramina es la reduccién hasta cuatro veces
del tiempo para la valoracién del examen microscépico (22,23).

Estudios  bistopatoldgicos .Microscdpicamente en biopsias tejido
cutdneo se observa un patrén nodular o granulomatoso difuso y en la
mayorfa de los casos (91,3%) se aprecia una reaccién granulomatosa
supurativa sin caseificacion. En pacientes con infeccién por M. abscessus
se han reportado lesiones mixtas con abscesos rodeados por las
células gigantes de Langhans y células epitelioides en el 80% de las
biopsias analizadas. Sin embargo, en el 82% de los casos donde se
observaron espacios vacuolares dentro de los abscesos rodeados de células
inflamatorias la presencia de BAR solo alcanzé el 27% (16).

Descontaminacién. Las muestras clinicas que naturalmente no son
estériles (esputo, lavado broncoalveolar, heces, etc.), deben ser sometidas
ala accidn de un reactivo descontaminante, con la finalidad de disminuir
la flora habitual de esas regiones anatémicas y facilitar el aislamiento de
las micobacterias. En la Tabla 3 se resumen algunos métodos de digestiéon
y descontaminacién empleados en la préctica clinica. Las muestras
como liquido cefalorraquideo, sinovial y otros liquidos corporales que
normalmente son estériles no necesitan ser descontaminados antes de ser
cultivados (14,22,24).

Medsos de cultivo. El cultivo primario de las micobacterias debe
incluir un medio de cultivo no selectivo y otro selectivo, este tltimo
suplementado con antimicrobianos para evitar el crecimiento excesivo
de bacterias y hongos contaminantes (22). Las especies del complejo M.
abscessus puede crecer en medios de cultivos enriquecidos (ej. agar sangre)
o medios bésicos, tales como: agar tripticasa soya, agar infusién cerebro-
corazén (BHI), agar Miiller Hinton, entre otros (24). Ademds, existen
tres formulaciones generales especificas para micobacterias que pueden
emplearse:

Medios de agar semisintéticos (Middlebrook 7H10y 7H11). Contienen
sales definidas, vitaminas, cofactores, 4dcido oleico, albiimina, catalasa,
glicerol, glucosa y verde de malaquita para inhibir otras bacterias. Estos
medios de cultivo se emplean para observar la morfologia de las colonias,
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realizar las pruebas de susceptibilidad y, cuando se afiaden antibidticos,
son utilizados como medios selectivos (22).

Medios a base de huevo (Léwenstein-Jensen, Petragnani, Ogawa
Kudod, medio ATS, entre otros). Contienen sales definidas, glicerol,
verde de malaquita y sustancias organicas complejas, tales como huevo
fresco, harina de papa y otros ingredientes en combinaciones diversas
(22).

Medios en caldo (Middlebrook 7H9 y 7H12). Favorecen la
proliferacién de indculos pequenos y son recomendados para todas
las muestras. Estos medios de cultivo se suplementan con sustratos
de enriquecimiento, tales como: albumina, dextrosa, estearato de
polioxietileno, catalasa, 4cido oleico (OADC, del inglés oleic acid,
albumin, dextrose, catalase) ¢ inhibidores para bacterias y hongos
(PANTA: polimixina B, anfotericina B, 4cido nalidixico, trimetroprim,y
azlocilina). Generalmente, los cultivos se procesan en sistemas de
incubacién y lectura automatizados como: BACTEC 460TB, BACTEC
MGIT 960, MB/Bact Alert 3D, ESP Culture System II, entre otros, cuyas
caracteristicas se describen en la Tabla 4 (7,22).

Tabla 3.
M¢étodos de digestion y descontaminacién de muestras.
Agentes descontaminantes Comentarios
N-acetil-L-cisteina (NALC) e La NALC debe prepararse diariamente. La
hidréxido de sodio (NaDH) al 2%. concentracidon de NaOH puede aumentarse al 3%,

con un limite de exposicion maximo de 15 min. Es
el método mas utilizado.

Laurilsulfato de sodio al 3% y NaOH Se debe cultivar en medios con huevo para

al 1% neutralizar los restos del detergente. Es
incompatible con el BACTEC y los sistemas
automatizados de cultivo no radiométricos.
NaOH al 4% Descontaminacion agresiva con efecto
homogeneizante. Requiere control riguroso del
tiempo de exposicion (€15 min).

Fosfato trisddico al 13% y cloruro de Se debe sembrar en medios con huevo o

benzalconio (Zefiran) neutralizar con lecitina y no debe emplearse con
los sistemas automatizados.

Acido sulfdrico al 4-5% Practico en laboratorios con gran nidmero de
muestras de orina.

Cloruro de cetilpiridinio al 1% y NaClal Requiere un minimo de 24 h de exposicién. Debe

2% sembrarse en medios con huevo o previa
neutralizacidn del amonio cuaternario.

NALC-NaOH (0,25%-1%) seguidoconun Se recomienda para muestras de esputo
tratamiento con acido oxdlico al 5% provenientes de pacientes con FQ. Reduce la tasa

de contaminacién en un 74% en el medio
Léwenstein-Jensen.

Tomado de van Ingen, 2013 (14); Alcaide et al., 2005 (25); Whittier et al., 1997 (26).FQ: fibrosis quistica.

Identificacién

M¢étodos convencionales . La diferenciacién entre especies micobacterianas
se basa en la observacién de las tasas de crecimiento, morfologia de las
colonias, capacidad de produccién de pigmentos, forma y propiedades
tintoriales (ZN) y rasgos fenotipicos (pruebas bioquimicas). Sin embargo,
estos métodos requieren con frecuencia de 6 a 8 semanas para determinar
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la identificacién (7). Algunas pruebas bioquimicas incluyen: crecimiento
en el medio de cultivo primario menor a 7 dias, ausencia o presencia
de pigmentacién, crecimiento entre 30°C y 35°C, produccién de
arilsulfatasa a los 3 dias, nitrato reductasa, ureasa, hidrélisis del tween
80, prueba de absorcién de hierro, tolerancia al cloruro de sodio (5%),
crecimiento en agar Mac Conkey sin cristal violeta y utilizacién de
manitol, inositol, sorbitol y citrato (7,22).

La identificacién por métodos fenotipicos puede generar resultados
ambiguos o erréneos debido a que las técnicas son pocos reproducibles
y requieren periodos prolongados de incubacién. Por otra parte, la
expresion fenotipica puede ser variable inter e intra- especie y no
permite distinguir entre especies pertenecientes al mismo complejo,
por tal razdn en la actualidad estos métodos son poco utilizados (30).
La susceptibilidad antimicrobiana y el andlisis de 4cidos micélicos
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) también
se han utilizado para diferenciar a algunas especies de MCR. Estos
métodos tienen una capacidad discriminatoria limitada, convirtiéndose
en técnicas anacrdnicas (31,32). La importancia de un diagnéstico precoz
ha motivado el desarrollo de técnicas nuevas sensibles y especificas que
sustituyen con ventaja la microscopia, poco especificay sensible, y superan
la lentitud e inconvenientes del cultivo microbioldgico. A continuacién
se exponen algunas de estas técnicas:
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Tabla 4.

Sistemas de deteccion automatizados y semiautomatizados para el cultivo de micobacterias.

Sistema de cultivo

BACTEC460TB
BacTMB (bioMérieux,
Durham, NC)

ESP Culture System I
(VersaTREK; Trek
Diagnostics, Cleveland, OH)

MB/Bact

MGIT TB960 (Mycobacterial
growth indicator tube, BD
Biosciences)

Sistema MB/BacT ALERT 32D

BACTEC460TB
BacTME (bioMérieux,
Durham, NC)

Maedio de cultivo

M7H12

M7H2 modificado
suplementado con OADC

M7H9 modificado, con
sensor colorimétrico

MGIT (M7HS modificado
con OADC y antibidticos)

Sistema de deteccion

Sustrato &cido palmitico
marcado con Cys. Lectura
semiautomatizada

Sensores de presion que
detectan el consumo de
oxigeno.

Presencia de CO, como
indicador de crecimiento
bacteriano

Sensores de fluores-
cencia, se activan con luz
ultravioleta (UV) y/o por la
presencia de turbidez no
homogénea.

Comentario

Permiten un
microbiolégico

incluyendo pruebas de
susceptibilidad.  Desventaja:  Ila
eliminacién del material radioactivo.

diagndstico
temprano

Es un sistema no radiométrico de
monitorizacion continua para |3
deteccidon y determinacién de la
susceptibilidad. Permite el
procesamiente de todo tipo de
muestras.

El medio MGIT permite la lectura
manual con una fuente de luz UV.
Desventaja: requiere mayor
manipulacion ya que los antibidticos
y suplemento se afiaden con pipeta.

Se utiliza para las pruebas de
susceptibilidad de M. tuberculosis a
los antibidticos de primera linea.

M7H9 suplementado con  Cultivo colorimétrico que Los cultivos permanecen en el
factores de crecimientoy  detecta la produccién de incubador-lector sin un  manejo
antibidticos CO; como indicador de adicional hasta que el equipo
crecimien-to bacteriano. notifica su positividad o bien su
negatividad. Se puede procesar

todo tipo de muestras.
M7H12 Sustrato acide palmitico Permiten un diagndstico micro-
marcado con Cyy Lectura biolégico temprano incluyendo
semiautomatizada pruebas de susceptibilidad.

Desventaja: la  eliminacion del
material radioactivo.

Tomado de Alcaide et al., 2005 (25); Cansal, 2003 (27); De Juan Ferré, 2005 (28); Cortes, 2009 (29).

Métodos no convencionales

Técnicas moleculares. Debido a las limitaciones que presentan los
métodos convencionales, se ha recurrido a los sistemas de taxonomia
molecular que se aplican a la clasificacién y al estudio filogenético de estos
microorganismos. Estas técnicas son mas rapidas, sensibles, precisas y no
son modificables por condiciones ambientales (30). Entre los métodos
moleculares destacan los basados en la reaccién de cadena de la polimerasa
(PCR del inglés polymerase chain reaction), los cuales presentan una
alta sensibilidad y especificidad cuando se acompanan de otras técnicas
como: el estudio de polimorfismo genético generado por la digestion
con enzimas de restriccion, la hibridacién con sondas especificas o la
amplificacién y secuenciacién de cadenas nucleotidicas (24,30,31).

A ndlisis del polimorfismo en los fragmentos de restriccion del gen hsp65
(PRA del inglés PCR Restriction fragment length polymorphism analysis).
Se fundamenta en la amplificaciéon por PCR de un fragmento de 439
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pb del gen hsp65 que codifica para una proteina de shock térmico. El
producto es sometido a la accién de dos enzimas de restriccion BszEII (a
60°C por 60 min.) y Haelll (a 37° C por 60 min.) (fig. 1). El patrén de
bandas obtenido se compara con algoritmos disponibles en una base de
datos (http://app.chuv.ch/prasite/index.html), logrdindose identificar la
mayoria de las especies aisladas en 4 - 5 horas a partir de pocas colonias
crecidas en medios de cultivo sélidos o liquidos. Un posible inconveniente
puede ser la variabilidad genética de algunas cepas, que puede resultar en
patrones de bandas desconocidos o no descritos anteriormente (33,34).

. N\ Ampiificacisn gen N Digestion con O Analisis de los .
> PRA pay P g b enzimas de b patrones de by
- o hSpB5 . . oy nes ¢ /
- 7 restriccion Vs restricecion /
por l utilizando
. /L_’ Algoritmo de
PCR \:"\J’\/ Va Devallois ef al
Haell ~—= (1997)
/_{_)7 BstEll 7
~ .
AN / el patrén ™
L V/ g . ~

BstEIl, 245/220 pb;
Haelll 160/60 pb)

BstEll, 2457220 ph

Haelll, 210/60 pb

J[ los clasifica como

[ M. abscessus | ] [ M. abscessus Il ]

Figura 1.

Esquema general del andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (PRA).

El perfil de restriccién divide al complejo M. abscessus en 2 grupos: M.
abscessus tipo 1 (BszEIL, 245/220 pb; Haelll, 160/60 pb) y M. abscessus
tipo IT (BstEIL, 245/220 pb y Haelll, 210/60 pb). Para la diferenciacién
de las especies se requiere de la secuenciacién del ARNr16S u otra téenica
molecular adicional para la identificacién definitiva (34).

Una variante de la técnica de PRA fue descrita por Shin et al. (35),
quienes evaluaron la utilidad de este método empleando el gen ruf que
codifica para un factor de clongacién Tu (EF-Tu), el cual es esencial
para la actividad biolégica de ARNmt (ARN-mensajero- transferencia o
ARNI0S). El PRA-zuf produjo 43 patrones de restriccion con la enzima
de restricciéon Haelll, de los cuales 35 (81,4%) fueron patrones tnicos
para las especies de MNT estrechamente relacionadas. En el caso del
complejo M. abscessus el fragmento (744 pb) digerido con Haelll origina
un patrén de 557/84/58 pby la digestion con Mbol permite la separacion
entre M. abscessus (295/262/101 pb) y M. bolletii (399/262 pb). De
tal manera que el algoritmo de restriccién utilizando el gen tuf es una
herramienta que presenta mayor ventaja que el PRA cldsico para la
identificacidn de especies de MNT.

Andlisis del niimero variable de repeticiones en tandem (VINTR del inglés
variable-number tandem repeat). Esta técnica se basa en que muchos
genes bacterianos o regiones intergénicas contienen locus de ADN
repetitivos, cuyo nimero de unidades repetidas o copias puede variar
entre las cepas. Esta regiones VNTR se han identificado esencialmente
en todas las especies de procariotas y eucariotas y se han utilizado con
éxito para la tipificacién e identificacién molecular, incluyendo cepas de
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micobacterias (36,37). En la figura 2 se muestra un esquema general de
esta metodologia.

Choi et al. (37) desarrollaron un método de PCR doble basado en
VNTR para discriminar entre las especies del complejo M. abscessus.
Los cebadores diseniados por estos investigadores evitan el solapamiento
entre la amplificacién de los dos locus designados VNTRI11 (repeticiéon
en tindem de 33 pb) y VNTR23 (22 pb). En la caracterizacién con
VNTRI11, M. abscessus mostré 4 copias de diferentes longitudes (212 a
278 pb), mientras que solo una unidad repetida de 179 pb fue observada
en M. massiliense y M. bolletii. Con VN'TR23, M. abscessus y M. bolletii
mostraron 2 copias (196 o 217 y 196 pb, respectivamente), por el
contrario, las cepas de M. massiliense fueron negativas para VNTR23.

T

Bacteria 1 —_—

Secuencias repetidas en tandem

Amplificacion por PCR

. \ 4
— -— - € Corrida electroforética
— . v .
VNTR1 VNTR2
Figura 2.

Esquema general del andlisis del nimero variable de repeticiones en Téndem (VNTR)

Hibridacion con sondas moleculares. Se utilizan sondas comerciales
de ADN (AccuProbe®, GenProbe Inc., San Diego, Estados Unidos)
no radiactivas que hibridizan con el ARNr micobacteriano de forma
rdpida (2h) y especifica. Aunque no hay disponibilidad del uso de sondas
moleculares para la identificacién del complejo M. abscessus, su aplicacién
esta limitada a los complejos M. ruberculosis y M. avium (MAC) asi como
para las especies M. intracellulare, M. gordonae y M. kansasii (38).

Amplificacion y deteccion en tiempo real del gen hsp65.Estos métodos se
basan en la realizacién simultdnea de la amplificacion de una zona diana
especificay el reconocimiento de ésta mediante hibridacion que, a su vez,
es detectada y cuantificada mediante el uso de diversos fluorocromos. Las
mayores ventajas residen en su rapidez (3h) y en las posibilidades futuras
de aplicacién para un amplio abanico de especies, asi como en la deteccién
e identificacion directa a partir de muestras clinicas. En la actualidad,
existen diversos sistemas de amplificaciéon y marcaje, BDProbeTec

ET (Becton Dickinson, Sparks, Estados Unidos), LightCycler” (Roche
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Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania) y ABI Prism 7700 con
sondas TagMan® (PE Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos)
(25).

Recientemente, un ensayo de PCR con sonda de écidos nucleicos
peptidicos (PNA) en tiempo real fue desarrollado para el diagndstico
de micobacterias. Los PNA tienen propiedades de hibridacién, quimica,
térmica y de estabilidad bioldgica mas favorables debido a su naturaleza
y se han aplicado ampliamente como herramienta de diagnéstico
en la biologia molecular. Especificamente, para la identificacién de
micobacterias se emplea un PNA multi-sonda dirigida al gen hsp65 en
una PCR en tiempo real (hsp65 PNA RT-PCR). El método tiene una
sensibilidad del 99,6% y permite la diferenciacién de las especies o niveles
de genotipo del complejo M. abscessus (39).

Tablas.

Caracteristicas de la secuencia del gen er72(41) y de la region

aguas arriba de M. abscessus, M. bolletii y M. massiliensea

Caracteristica del gen erm(41) M. abscessus M. bolletii M. massiliense
Tamario del amplificado (pb) 892 892 616
Secuencia del promotor TATCGA TGTCGA TGTCGA
Nucledtido 28 ToC T T
Deleccién No No Nucledtido 64-65 y 274 pb después

del nucledtido 158

. ex . . s e b
Posicion de las sustituciones nucleotidicas

171
231
249
253
255
258
312
336
414

AoG -
ToC
GoA
CoA
GoT
ToC
C
C
AoG

AP A0O0O0A>

a: Secuencia referencia MAB30 (GenBank EU590129.1); b: Sistema de numeracién del gen erm(41), con codén de
inicio GTG como 1; c: sin nucleétido en esta posicidn debido a la eliminacién de 276 pb. Tomado de Bastian et al. (41).

Amplificacion y secuenciacion de regiones especificas de ADN . Se basa
en la amplificacién, mediante PCR u otro sistema, de una zona de ADN
blanco (diana) y andlisis post-amplificacién mediante secuenciacién. En
las micobacterias existen regiones bien conservadas del ADN propias del
género que flanquean regiones hipervariables especificas para cada especie.
Enlaactualidad, la identificacidn de las especies del complejo M. abscessus
depende exclusivamente de un andlisis multiple de secuencia de varios
genes blancos que incluyen 7poB (subunidad f de la ARN polimerasa),
hsp65, gnd (6-fosfogluconato dehidrogenasa), glpK (glicerol quinasa),
secA (proteina esencial), dnaJ (proteina que induce choque térmico),
recA (proteina de recombinacién), gyrd, gyrB (ADN girasa), sodA
(superoxido dimutasa) y un fragmento de 350 pb del gen que codifica
para el ARNr16S (37,40). En el 2011, Bastian et al. (41) identificaron
una serie de caracteristicas de secuencia del gen er2(41) y la regién aguas
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arriba del mismo que son especificas de especie y pueden ser utilizadas
para la diferenciacién de los miembros que conforman el complejo M.
abscessus (Tabla 5). En todos los casos la secuencia nucleotidica generada
es comparada con las descritas en las bases de datos del GenBank o

RIDOM.
Técnicas no moleculares

Técnica de desorcidn/ionizacion liser asistida por matriz utilizada en
espectrometria de masas (MALDI-TOF del inglés matrix-assisted laser
desorption ionization-time of flight). Se basa en la comparacion de los
patrones de espectrofotometria de masas, principalmente se utilizan
las proteinas ribosomales especificas para bacterias y hongos que se
comparan con una base de datos (MALDI Biotyper library). Tiene una
amplia aceptacién en los laboratorios de diagndstico, ya que permite la
caracterizacién en forma rapida y econdmica. Se han obtenido buenos
resultados en relacién con laidentificacion de especies de Mycobacterium,
incluyendo MNT. Las limitaciones importantes del método son la falta
de optimizacién en la preparacién de la muestra para micobacterias y una
base de datos incompleta o no actualizada (32,42).

En el estudio realizado por Kodana et al. (43) se identificaron 75
aislados clinicos de MNT mediante PCR, hibridaciéon ADN-ADN
(DDH) y el método MALDI-TOF MS. La identificacién de las especies
fue concordante en 71 (94,5%) de las 75 cepas, logréindose identificar
M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. abscessus, M. fortuitum, M.
gordonae y M. chelonae. Dos aislados mostraron resultados discordantes
por el método DDH y por analisis de la secuencia del ARNr16S, los cuales
fueron caracterizados como M. terrae y M. arupense, respectivamente,
ambos no pudieron ser identificados por el método MALDI-TOF MS,
por lo tanto, la identificacién de algunas especies de micobacterias poco
frecuentes atin no es posible por este método.

Pruebas de susceptibilidad in vitro. Actualmente no hay un consenso
sobre las conductas terapéuticas para el tratamiento de las infecciones
por especies del complejo M. abscessus, de manera que las pruebas
de susceptibilidad se han convertido en la herramienta de apoyo
fundamental para dirigir la antibi6ticoterapia mas adecuada y eficaz
de acuerdo a las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de cada
caso (44). La prueba estdndar para determinar la susceptibilidad
de MCR a los antibidticos es la concentracién inhibitoria minima
(CIM) mediante la técnica de microdilucién en caldo (MDC). Este
procedimiento de referencia recomendado por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) se realiza en placas de 96 pozos con caldo
Miieller-Hinton ajustado catiénicamente. La concentracién final del
inéculo microbiano en cada pozo es de 1x10* a 5Sx10* UFC/mL.
Los antimicrobianos que el CLSI sugiere ensayar son: macrélidos,
aminoglucdsidos, fluoroquinolonas, cefoxitina, imipenem, linezolid,
tigeciclina, doxiciclina, minociclina y trimetoprima- sulfametoxazol

(7,45).
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Lee et al. (46) evaluaron la eficacia del método MDC modificado, el
cual utiliza el 2,3-difenil-5-tienilo (2)-cloruro de tetrazolio (STC), como
un indicador de oxido- reduccién que cambia a un color rosado intenso
cuando hay crecimiento bacteriano. Con este método se obtuvieron
criterios de valoracion precisos, la lectura de CIM se realizé con facilidad
y la técnica fue de bajo costo. Igualmente, Garcia de Carvalho, et al.
(47) realizaron un estudio de microtitulacién con resazurina (REMA)
comparindolo con la técnica de referencia (MDC) para la determinacién
de la susceptibilidad a claritromicina en cepas del complejo M. abscessus.
Los resultados fueron 100% concordantes entre las dos técnicas y el uso
de REMA simplificé la lectura de las pruebas.

A pesar de la utilidad del MDC vy de ser la técnica de referencia,
uno de sus inconvenientes es la dificultad de realizarla en la mayoria
de laboratorios asistenciales; la relativa lentitud de los laboratorios de
referencia puede ser un inconveniente a la hora de tratar pacientes con
enfermedades graves. Es necesario, disponer de un método mas accesible
y rapido. La técnica comercial E-test, ha resultado ser atractiva para
este propdsito. Varios estudios han reportado una concordancia del
95% dentro de + 2 log, con respecto al MDC (48). Sin embargo, la
desventaja se encuentra en la lectura y la reproducibilidad que se originan
de las variaciones en el crecimiento de las diferentes micobacterias,
particularmente en cuanto al tamano de las colonias y el tiempo de

desarrollo (49).
Conclusiones

El incremento en la frecuencia de las infecciones por MCR,
particularmente, requiere de la atencién de los médicos, ya que los
cuadros clinicos que pueden causar estas micobacterias pueden ser muy
variados en su presentacion y severidad. Un diagndstico equivocado
y una terapia inadecuada de las infecciones causadas por especies del
complejo M. abscessus pueden llevar a la cronicidad de la infeccién y/
o complicaciones graves. Por lo tanto, es importante complementar los
hallazgos clinicos con un diagnéstico microbiolégico preciso y oportuno,
asi como determinar la susceptibilidad antimicrobiana para el manejo
correcto de las infecciones producidas por el complejo M. abscessus.
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