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RESUMEN. Introduccién: En los dltimos afios las infecciones ocasionadas
por micobacterias no tuberculosas han tenido un incremento notable en
varias regiones del mundo, asociado fundamentalmente a infecciones
respiratorias en individuos inmunocomprometidos. La identificacion
de micobacterias no tuberculosas es engorrosa y puede demorar varias
semanas. Objetivo: Aplicar las técnicas moleculares GenoType Mycobac-
terium CM/AS para la identificacién de micobacterias no tuberculosas en
Cubay comparar con los resultados de la prueba convencional. Material
y métodos: Se utilizaron 73 aislados de micobacterias no tuberculosas
procedentes de muestras pulmonares recibidas de unidades de salud
ubicadas en varias provincias de Cuba en el periodo abril 2017-diciembre
2018. Para la identificacion de especies se utilizaron técnicas conven-
cionales y las técnicas moleculares GenoType CM/AS. Resultados: Las
especies identificadas mas predominantes fueron las pertenecientes al
complejo Mycobacterium avium-intracellulare (46.6%) y Mycobacterium
fortuitum (31.5%). Se hallaron cuatro aislados de M. simiae, especie
poco frecuente en Cuba. Al comparar los resultados de ambas técnicas
se obtuvo una concordancia de 91.3%. Conclusién: Las técnicas Geno-
Type Mycobacterium CM/AS demostraron ser herramientas (tiles en la
identificacién rdpida de micobacterias en el Laboratorio de Referencia,
brindando resultados precisos en menor tiempo, logrando acortar sig-
nificativamente el tiempo diagndstico. Las especies mds frecuentes en
Cuba siguen siendo el complejo Mycobacterium avium-intracellulare y
Mycobacterium fortuitum.
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ABSTRACT. Introduction: In recent years, infections caused by
nontuberculous mycobacteria (NTM) have had a remarkable increase
in several regions of the world, mainly associated with respiratory
infections in immunocompromised individuals. The identification of
MNT is cumbersome and may take several weeks. Objective: Apply
the molecular techniques GenoType Mycobacterium CM/AS for
the identification of MNT in Cuba, and compare with the results of
conventional tests. Material and methods: We used 73 MNT isolates
from lung samples received from health units located in several provinces
of Cuba in the period April 2017 - December 2018. For the identification
of species, conventional techniques and molecular techniques were used
GenoType CM/AS. Results: The most predominant identified species
were those belonging to the M. avium-intracellulare complex (46.6%)
and the Mycobacterium fortuitum (31.5%). Four isolates of M. simiae,
a rare species in Cuba, were found. When comparing the results of
both techniques, a concordance of 91.3% was obtained. Conclusion:
GenoType Mycobacterium CM/AS techniques proved to be useful tools
in the rapid identification of mycobacteria in the Reference Laboratory,
providing accurate results in less time, significantly shortening the
diagnostic time. The most frequent species in Cuba continue to be the
M. avium-intracellulare complex and the Mycobacterium fortuitum.

Keywords: Non tuberculous mycobacteria (NTM), species identification,
GenoType Mycobacterium CM, GenoType Mycobacterium AS.

INTRODUCCION

Las micobacterias se encuentran distribuidas ampliamen-
te en el medio ambiente. Hasta ahora se han descrito
mas de 150 especies, alguna de ellas son sapréfitas y
otras son patégenas o se comportan como patégenas
oportunistas.’
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Las micobacterias no tuberculosas (MNT) son aquellas
especies que no pertenecen al complejo Mycobacterium
tuberculosis (MTB) ni al complejo Mycobacterium leprae.
Estas son agentes causales de severas patologfas y afec-
tan pulmones (preferiblemente), glandulas linfoides, piel,
heridas y huesos. Las principales especies que aparecen
como causa de infeccién en humanos son el complejo M.
avium-intracellulare, M. kansasii, M. szulgai, M. marinum y
el complejo M. fortuitum-chelonae.?

Las infecciones ocasionadas por las MNT han tenido
un incremento en los Gltimos afos y se asocian con una
elevada morbimortalidad, sobre todo en individuos con
inmunidad local o sistémica alterada, tal como los pacien-
tes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH). También se han desarrollado técnicas diagndsticas
con mayor sensibilidad y especificidad que han permitido
mejorar la identificacion de este tipo de infeccién.**

La identificacion tradicional de las MNT se basa en el
andlisis de las caracteristicas fenotipicas, biolégicas y bio-
quimicas tales como: morfologia, velocidad de crecimiento,
produccién de pigmento, actividad enzimatica y la utiliza-
cion de sustratos. Muchas de estas técnicas requieren de
varias semanas para obtener sus resultados, y algunas no
permiten la diferenciacién de miembros pertenecientes a
un mismo complejo.t

Actualmente, se han desarrollado técnicas de hibridacién
reversa y tecnologia de sonda en linea, como el ensayo
GenoType Mycobacterium CM (Hain Lifescience, Nehren,
Alemania). Esta es una nueva herramienta para la identifi-
caciéon de MNT, la prueba se basa en la amplificacién del
acido desoxirribonucleico (ADN) de una region del gen que
codifica para el acido ribonucleico ribosémico (ARNr) 23S.
Esta técnica permite la diferenciacion répida y confiable
de las 24 especies mas aisladas en humanos, ya que cada
una de éstas genera un patrén especifico lograndose una
identificacion rapida y, por tanto, la aplicacion oportuna
del tratamiento adecuado. La empresa Hain Lifescience
dispone también del ensayo GenoType Mycobacterium
AS para la identificacién de otras MNT menos frecuentes,
las cuales no son detectadas por el sistema Genolype
Mycobacterium CM.”?

El objetivo de este estudio fue aplicar por primera vez
en Cuba las técnicas moleculares GenoType Mycobacterium
CM/AS para la identificacion de MNT con vistas a lograr un
acortamiento en el tiempo diagnéstico, y comparar sus re-
sultados con los obtenidos por las pruebas convencionales.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo donde se introdujeron y
evaluaron dos nuevas pruebas diagndsticas moleculares para
la identificacion de MNT. El presente trabajo se hizo en el
periodo comprendido entre abril 2017 a diciembre 2018, en
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el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de
Tuberculosis, Lepra y Micobacterias (LNRI-TBLM) del Instituto
de Medicina Tropical «Pedro Kouri» (IPK), La Habana, Cuba.

Se utilizaron 12 cepas de referencia para la estandari-
zacién de las técnicas moleculares, y se identificaron 73
aislados de MNT de muestras pulmonares de pacientes
recibidas en el LNRI-TBLM-IPK desde la red nacional de
laboratorios de TB del pafs.

Todos los aislados fueron subcultivados en medio
Léwenstein-Jensen (L-)) y se incubaron a 37 °C durante 3-4
semanas. Después, se hicieron las pruebas fenotipicas y bio-
quimicas establecidas. La clasificacién fenotipica se realiz6
segdn Runyon (1959)."° Esta se basa en la determinacién de
la velocidad de crecimiento y produccién de pigmentos.
Se incluyeron también pruebas de identificacién, como
termoestabilidad de la enzima catalasa a 68 °C, reduccién
de nitratos a nitritos, ureasa, hidrélisis de tween 80, tole-
rancia al cloruro de sodio 5%, deteccién de la actividad de
las enzimas pirazinamidasa y arilsulfatasa, toma de hierro
y reduccién de telurito de potasio."

Los ensayos GenoType Mycobacterium CM y GenoType
Mycobacterium AS (Hain Lifescience, Nehren, Alemania)
se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.®?
Primero se evaluaron con las cepas de referencia y poste-
riormente los 73 aislados.

Para la extraccién de ADN se utiliz6 el sistema comercial
Genolyze (Hain Lifescience). En la amplificaciéon de ADN de
ambos ensayos se empled un termociclador SpeedCycler?
(Analytik Jenna, Berlin, Alemania). Como control positivo
se utiliz6 el suministrado por el sistema comercial y como
control negativo se emplearon 5 ul de agua de calidad de
biologfa molecular. La hibridacién se llevé a cabo en la
plataforma de incubacién en un agitador con temperatura
semiautomatizado Twincubator (Hain Lifescience).

RESULTADOS

Enlatabla 7 se muestran los resultados de la identificacion
de las 12 cepas de referencia utilizadas en las pruebas
moleculares. Como se puede observar, nueve de ellas
se identificaron correctamente con el sistema Genolype
Mycobacterium CM, al hibridar las bandas designadas para
cada especie. Mientras que en las otras tres el patrén de
bandas obtenidas s6lo permiti¢ identificar hasta género
Mycobacterium.® Por tanto, con el ensayo GenoType Myco-
bacterium AS se identificaron correctamente las tres cepas
antes mencionadas.

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos de
la identificacion en especies de los 73 aislados estudiados
aplicando el método convencional. Las especies con ma-
yor porcentaje de aislamiento fueron complejo M. avium-
intracellulare (MAI) 34 aislados (46.6%) y M. fortuitum 23
aislados (31.5%).
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Tabla 1: Resultados de la identificacion de las cepas de referencia por las técnicas GenoType Mycobacterium CM y GenoType Mycobacterium AS.

GenoType Mycobacterium CM

GenoType Mycobacterium AS

Cepas de referencia No Patron de bandas Identificacion Patron de bandas Identificacion
M. fortuitum 4 1,2,3,7,14 M. fortuitum NR NR

M. intracellulare 1 1,2,3,9 M. intracellulare NR NR

M. tuberculosis 1 1,2,3,10,16 M. tuberculosis NR NR

M. scrofulaceum 1 1,2,3,9,10 M. scrofulaceum NR NR

M. kansasii 1 1,2,3,10,12 M. kansasii NR NR

M. gordonae 1 1,2,3,8,10 M. gordonae NR NR

M. simiae 1 1,2,3,10 Mycobacterium spp 1,2,3,4,6 M. simiae
M. smegmatis 1 1,2,3,10 Mycobacterium spp 1,2,3,6,14 M. smegmatis
M. phlei 1 1,2,3,10 Mycobacterium spp 1,2,3,8,16 M. phlei

Abreviaturas: No = Nimeros de cepas; NR = No realizado.

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos de la
identificacion de los 73 aislados clinicos de MNT mediante
la prueba molecular GenoType Mycobacterium CM. Un total
de 65 aislados se identificaron a nivel de especies, predomi-
nando M. intracellulare 21 (28.8%) dentro del complejo MAI
y M. fortuitum 22 (30.1%), mientras que en ocho aislados s6lo
se pudo confirmar que pertenecian al género Mycobacterium.

Enlatabla 3 se muestran los resultados de la identifica-
cién a nivel de especie por la técnica GenoType Mycobac-
terium AS de los ocho aislados de MNT no identificados
con el sistema GenoType Mycobacterium CM, al aplicar esta
técnica se lograron identificar sélo cuatro aislados como
pertenecientes a M. simiae.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos al
comparar las pruebas bioquimicas frente a las técnicas
moleculares GenolType Mycobacterium CM y Genolype
Mycobacterium AS.

Estos resultados mostraron una coincidencia en 63 de los
aislados analizados, en 6 aislados no se obtuvo coincidencia
entre ambas técnicas, y en los 4 restantes sélo fueron iden-
tificados a nivel de género por los dos ensayos moleculares.

Para el célculo de la concordancia entre la identificacién
bioquimica y las pruebas moleculares no se tuvieron en
cuenta los cuatro aislados que sélo fueron identificados hasta
género Mycobacterium empleando los sistemas comerciales
GenoType Mycobacterium CM y GenoType Mycobacterium
AS marcados con una (b). Por tanto, el nimero total de
aislados que pudieron ser identificados y comparados se
consider6 69 obteniendo una concordancia del 91.3%.

DISCUSION

La técnica Genolype Mycobacterium CM permite dife-
renciar las 24 especies micobacterianas que se asocian a

micobacteriosis con mds frecuencia. Todas las cepas de
referencia utilizadas en esta investigacién fueron identifi-
cadas de manera adecuada, observandose los correspon-
dientes patrones de hibridacién especificos de cada una de
ellas. Esto corrobora la calidad de este sistema comercial,
lo cual ha sido ya publicado por otros autores.'*™ Para la
identificacion de M. fortuitum como especie con el sistema
GenoType Mycobacterium CM se emplearon cuatro cepas

2 (2.7%)
1 (1.4%) 2 (2.7%)
1 (1.4%) 1(1.4%)
2 (2.7%)

4 (5.5%)

\

3 (4.1%) 34 (46.6%)
23 (31.5%)
B M. avium intracellulare E M. terrae
B M. fortuitum O M. marinum
O M. chelonae O M. simiae
B M. scrofulaceum 0 M. gordonae

B M. parafortuitum 00 M. nochomogenicum

Figura 1: Frecuencia de especies de micobacterias no tuberculosas
(MNT) identificadas por la prueba convencional en 73 aislados clinicos
procedentes de instituciones de salud de Cuba. Abril 2017-diciembre 2018.
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de referencia dentro de las 12 utilizadas en este estudio,
pues en la tabla de interpretacion del Manual de Instruccio-
nes del ensayo indica que existen dos patrones de bandas
diferentes para esta especie. Esto debe estar motivado
por la elevada variabilidad genética de esta especie. No
obstante, en este trabajo las cuatro cepas de M. fortuitum
mostraron el mismo patrén (1, 2, 3, 7, 14).8

Como se puede observar en la tabla 7 las cepas de
referencia pertenecientes a las especies M. simiae, M.
smegmatis y M. phlei se identificaron correctamente con
el empleo del ensayo GenoType Mycobacterium AS, el
cual es capaz de identificar especies de micobacterias que
con menor frecuencia son responsables de infecciones
en el hombre.?

La identificacién convencional de MNT se lleva a cabo
mediante pruebas que permiten detectar caracteristicas
fenotipicas y bioquimicas. Estas pruebas son muy utilizadas,
pero presentan importantes limitaciones las cuales contribu-
yen al problema de la diferenciacién de especie y del ma-
nejo clinico de estas infecciones. Las pruebas bioquimicas
en ocasiones presentan variabilidad, ya que la expresion de
un fenotipo determinado depende de condiciones ambien-

Tabla 2: Resultados de la identificacion molecular mediante el ensayo

GenoType Mycobacterium CM de 73 aislados clinicos de micobacterias

no tuberculosas (MNT) procedentes de instituciones de salud de Cuba.
Abril 2017-diciembre 2018.

GenoType Patron de
Mycobacterium CM n % bandas
M. avium spp 12 16.4 1,2,3,4
M. intracellulare 21 28.8 1,2,3,9
M. fortuitum 22 30.1 1,2,3,7,14
M. chelonae 2 2.7 1,2,3,5,10
M. gordonae 2 2.7 1,2,3,8,10
M. scrofulaceum 3 4.1 1,2,39,10
M. kansasii 1 1.4 1,2,3,10,12
M. abscessus 2 2.7 1,2,3,5,6,10
Mycobacterium spp 8 11.0 1,2,3,10

Abreviaturas: n = Nimero de aislados.

Tabla 3: Resultados de la identificacion por la prueba GenoType
Mycobacterium AS de los ocho aislados de micobacterias no
tuberculosas (MNT) no identificados con GenoType Mycobacterium CM.

GenoType Patron de
Mycobacterium AS n % bandas
M. simiae 4 55 1,2,3,4,6
Mycobacterium spp 4 5.5 1,2,3,12
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Tabla 4: Comparacion entre el método convencional y los métodos
moleculares para la identificacion de micobacterias no tuberculosas

(MNT) en 73 aislados.
Identificacion Identificacion genotipica
pruebas Mycobacterium No de
bioquimicas GenoType CMy AS aislados
Complejo MAI M. avium 12
M. intracellulare 20
M. simiae 12
Mycobacterium spp 1P
M. fortuitum M. fortuitum 22
M. abscessus 12
M. chelonae M. chelonae 2
M. abscessus 12
M. gordonae M. gordonae 2
M. kansasii M. kansasii 1
M. scrofulaceum M. scrofulaceum 3
M. simiae 12
M. simiae M. simiae 2
M. terrae M. intracellulare 12
M. marinum M. kansasii 12
M. nochomogenicum Mycobacterium spp g
M. parafortuitum Mycobacterium spp 2b

Abreviaturas: 2 Resultados discordantes entre ambos métodos.
®Por pruebas moleculares solo se identific el género.

tales. La metodologia puede arrojar diferentes resultados
al modificarse ciertos factores, como la preparacion de los
medios y reactivos, cantidad y tiempo de crecimiento de la
cepa a identificar, e incluso el observador, todo ello dificulta
la interpretacién de los resultados obtenidos.™

Los resultados obtenidos en este trabajo son superiores
a lo reportado por Castillo y colaboradores (2013) para
determinar la frecuencia de micobacteriosis pulmonar en
pacientes con infeccién por VIH atendidos en el IPK, don-
de se registraron como especies mas predominantes a M.
fortuitum con 18.91% y complejo MAI con 16.21%. Los re-
sultados de esta investigacion son similares a los reportados
por Mederos y colegas (2014), donde se analizaron aislados
de MNT de muestras clinicas y detectaron al complejo MAI
(43%) entre las especies mas frecuentes.' '

Otras investigaciones realizadas en América Latina
reportan resultados similares, como el estudio publicado
por Godoy y colaboradores en Venezuela, que identifico
un mayor predominio del complejo MAI (21.7%) seguido
por M. fortuitum (17.4%). Sin embargo, los resultados
obtenidos difieren de los reportados en otra regién por
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Nasiri y colegas (2017), quienes en Irdn obtuvieron mayor
porcentaje de aislados de M. simiae (38.7%) y M. fortuitum
(19.3%), siendo el complejo MAI (8%) de menos predominio.
En algunos paises del Medio Oriente, se ha registrado la
presencia de M. simiae como una de las especies de MNT
mas prevalentes, lo cual pudiera estar relacionado con las
caracteristicas del drea geografica evaluada.®"

En Cuba, es la primera vez que se utilizan los ensayos Ge-
nolype Mycobacterium CM y GenoType Mycobacterium AS
para la identificacién de MNT. Con estas técnicas se logré
determinar la especie en el 91.3% de los aislados clinicos
estudiados debido a que estos ensayos no permiten identi-
ficar las especies M. nochomogenicum y M. parafortuitum.

Recién y motivado fundamentalmente por la dismi-
nucion de la tuberculosis en los paises desarrollados, y el
incremento de las MNT en mdiltiples procesos patolégicos,
tanto en pacientes inmunocompetentes como inmuno-
comprometidos, se han incrementado los estudios de
identificacion y caracterizaciéon de MNT de importancia
clinica. Hoy, se reconocen més de 150 especies, muchas
de estas descritas en las Gltimas dos décadas gracias a los
métodos moleculares.’

Los aislados de M. simiae en esta investigacion son
significativos. Esta especie fue reportada inicialmente por
Karasova en 1965 en aislados de muestras de monos im-
portados por Hungria desde India, que dieron la prueba de
la tuberculina negativa. En Cuba, Valdivia y colaboradores
(1971), describieron una micobacteria que esta relacionada
bioquimicamente con el serotipo 1 de M. simiae que fue
denominada M. habana.™

Los resultados obtenidos en esta investigacion son supe-
riores a los reportados por Singh y colegas en 2013, en la
India. Las especies de MNT mds cominmente encontradas
al utilizar las técnicas moleculares Genotype Mycobacterium
CM/AS fueron; M. fortuitum 20 (33.3%), M. intracellulare
11 (18.3%) y M. avium 4 (6.7%)."

En relacion con el grado de dificultad, si bien ambos
métodos necesitan un adiestramiento previo, las pruebas
bioquimicas son mas laboriosas y requieren de una inver-
sién de tiempo considerable porque deben ser observadas
practicamente de forma diaria por varias semanas, ademads
de lo engorroso de trabajar con material biol6gico por
mucho tiempo, se complica mas porque cada laboratorio
conforma diversos protocolos de identificacion bioquimica
de acuerdo a la disponibilidad. Los sistemas GenoType
Mycobacterium CM y Genolype Mycobacterium AS re-
quieren de 2-3 dias de trabajo y s6lo se mantiene contacto
con material infeccioso durante la extracciéon de ADN. La
técnica utiliza menor ndmero de soluciones, las mismas se
pueden preparar con anterioridad en grandes volimenes,
y almacenarse por tiempo prolongado.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron similares
a los reportados por Richter y colaboradores (2006) en un

estudio realizado en Alemania donde registraron valores de
concordancia de 92% para los sistemas GenoType Mycobac-
terium CM y GenoType Mycobacterium AS." Sin embargo,
fueron superiores a lo reportado por Gittiy y su equipo en
una investigacién en Grecia (2006) donde obtuvieron una
concordancia de 84.2%.%°

Durante el desarrollo de este trabajo se pudieron
constatar en la practica las ventajas de la aplicacion de las
técnicas Genolype Mycobacterium CM y GenoType Myco-
bacterium AS frente al método convencional. Algunas de
estas ventajas incluyen el poco tiempo requerido para la
obtencién de resultados, la relativa facilidad de realizacién
e interpretacion de la prueba, y la limitada manipulacién
de material infeccioso que se traduce en disminucién de
riesgo biolégico.

Las pruebas GenoType Mycobacterium CMy GenoType
Mycobacterium AS son herramientas adecuadas (rapidas,
sensibles, operativas) para la identificacion de las espe-
cies de MNT. Los resultados obtenidos en este estudio
demostraron que con la introduccién de estas técnicas
moleculares se ha logrado un verdadero avance en el
acortamiento del tiempo para diagnéstico, permitiendo
asi una pronta implementacién del tratamiento adecuado
para los pacientes afectados.
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