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Nuevos métodos de 1dentificacién de micobacterias
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En la actualidad, se han descrito mas de 100 especies
diferentes incluidas en el género Mycobacterium, muchas
de ellas con gran repercusion clinica, ya que son los
agentes causales de infecciones humanas con una elevada
morbilidad y mortalidad. La identificacion de las
micobacterias mediante métodos convencionales
(velocidad y temperatura éptima de crecimiento,
fotocromogenicidad, morfologia colonial y pruebas
bioquimicas) ha sido el estandar en la mayoria de los
laboratorios de microbiologia clinica. Sin embargo, esta
identificacion fenotipica tiene notables limitaciones, ya
que numerosas especies no pueden diferenciarse y el
crecimiento lento de estos microorganismos hace que los
resultados se demoren 2-4 semanas tras el aislamiento
inicial. Por ello, uno de los mayores retos de los
laboratorios de micobacteriologia consiste en lograr una
identificacion rapida y precisa de todas las especies
micobacterianas. El objetivo de esta revision es realizar
una breve descripcion de las nuevas alternativas en la
identificacion micobacteriana. Aunque el analisis de los
lipidos de la pared celular (acidos micolicos) mediante
cromatografia liquida de alta presion es una opcion buena
y bien conocida, los métodos de mayor interés y desarrollo
se basan en la identificacion molecular, como las sondas
de acidos nucleicos y, sobre todo, las técnicas de
amplificacion genomica.
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New methods for mycobacteria identification

Currently, the genus Mycobacterium comprises more than
100 different species, many of which cause significant
clinical infections with high morbidity and mortality.
Mycobacteria identification by conventional methods (rate
and optimal temperature of growth, pigment production,
colony morphology, and biochemical characteristics) has
been the standard in most clinical microbiology
laboratories. However, this phenotypic approach has
considerable limitations, since numerous species cannot
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be differentiated. Moreover, because of the slow growth of
these microorganisms, the results may not be available
until 2-4 weeks after the initial isolation. Therefore, one of
the most important challenges for clinical
mycobacteriology laboratories is rapid and accurate
identification of this variety of microorganism. This review
aims to briefly describe several alternative procedures for
mycobacterial identification. Although analysis of cell wall
lipids (mycolic acids) by high-performance liquid
chromatography is an interesting and well-known option,
the most promising innovation for mycobacteria
identification is the use of rapid molecular methods such
as nucleic acid probes and, especially, genomic
amplification methods.
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Introduccion

En los ultimos afios, en los paises desarrollados se ha
asistido a un aumento del aislamiento de numerosas espe-
cies micobacterianas, tanto conocidas como de nueva des-
cripcion. Asi, dentro del género Mycobacterium se incluyen
mas de 100 especies, muchas de ellas con gran repercusién
clinica, ya que son los agentes causales de infecciones hu-
manas con una importante morbilidad y mortalidad, como
la tuberculosis y la lepra, entre otras. No obstante, aunque
Mycobacterium tuberculosis es, con mucho, la micobacte-
ria mas importante y aislada con mas frecuencia, las mi-
cobacterias no tuberculosas (MNT) representan, en la ac-
tualidad, entre el 10 y el 30% del total de las aisladas en la
mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica. Ade-
mas, un gran numero de ellas son patégenas para el hom-
bre (micobacteriosis), por lo que requieren un tratamiento
especifico para cada caso. Por ello, ante cualquier aisla-
miento micobacteriano clinico, se recomienda llevar a cabo
una identificacién precisa de especie, incluso dentro del
complejo M. tuberculosis. Para la identificacion del géne-
ro Mycobacterium existen diversos tipos de abordaje meto-
dolégico: convencional o fenotipico, cromatografico y los
nuevos métodos, como el fagotipico y el genotipico o mo-
lecular!.

Los métodos tradicionales se basan en una identificacién
preliminar mediante el tiempo de crecimiento (lento o ra-
pido), los aspectos morfolégicos y de cromogenicidad o pro-
duccion de pigmento de las colonias (fotocromégenas, esco-
tocromégenas y no cromégenas). Posteriormente, se llevan
a cabo diferentes pruebas bioquimicas para llegar a una
identificacién especifica. Sin embargo, la laboriosidad de
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los métodos fenotipicos y el crecimiento lento de estas bac-
terias demoran la identificacion definitiva varias semanas,
y en muchos casos es imposible identificar la especie.

En el presente articulo se revisan las nuevas alternati-
vas para la rdpida y precisa identificacién de las especies
micobacterianas. Aunque es posible realizar algunas de
ellas directamente sobre las muestras clinicas, esta revi-
sion hace hincapié en la aplicacion en los aislamientos ob-
tenidos por cultivo.

Identificacion cromatografica

Una alternativa a la identificacion tradicional es el ana-
lisis cualitativo de la composicién lipidica de la pared celu-
lar de estos microorganismos (hasta el 40% de su peso
seco), mediante diversos estudios cromatograficos: croma-
tografia en capa fina (TLC), cromatografia de gases (GLC)
y cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Estas téc-
nicas se basan en las diferentes solubilidades de los com-
ponentes entre 2 fases miscibles: hay una fase estaciona-
ria (liquida o sélida) y una mévil (gaseosa o liquida), que
varian de constitucién segin el método cromatografico uti-
lizado. De todos ellos, el estudio de los dcidos micélicos me-
diante HPLC ha demostrado ser rapido, reproducible, bas-
tante especifico de especie y de aplicacion universal en la
identificacién micobacteriana®. Adema4s, en la actualidad,
se dispone de sistemas de identificacion informatizados
con bases de datos que contienen multiples perfiles de aci-
dos grasos de especies micobacterianas correctamente ca-
racterizadas®*. No obstante, la HPLC, al igual que el resto
de las técnicas cromatogréficas (salvo la GLC), no deja de
ser un método complejo, que requiere una infraestructura
costosa y un gran entrenamiento, por lo que es una alter-
nativa util de identificacién a partir de cultivos sélo en los
centros con la dotacién y la experiencia suficientes.

Por otro lado, la identificacién micobacteriana directa-
mente en muestras clinicas se ha intentado mediante la
deteccion de un componente estructural de la pared mico-
bacteriana, el dcido tuberculoestedrico (ATBS), mediante
la cromatografia de gases/espectrometria de masas. Aun-
que la técnica demostro ser rapida y tener una sensibili-
dad considerable, el ATBS no es especifico de especie y su
deteccién implica una diagnéstico diferencial entre el gé-
nero Mycobacterium y las especies de Nocardia, asi como
otros bacilos grampositivos, que también contienen dicho
componente®.

Identificacion mediante fagos especificos

Entre los nuevos métodos de identificacién, reciente-
mente ha aparecido la utilizacion de bacteriéfagos con afi-
nidad especifica por las micobacterias. Desde 1947, se han
descrito més de 250 micobacteriéfagos. Sin embargo, en
la actualidad sé6lo 2 métodos, el LRP (luciferase reporter
phage assay) y el PhaB (phage amplified biollogically as-
say) o MAB (mycobacteriophage-based assay) se han de-
sarrollado con cierta utilidad clinica. La diferencia mas
importante entre estos métodos radica en la deteccion de
las células micobacterianas infectadas por el fago. En el
LRP se utiliza la emision de luz, codificada por el gen de la
luciferasa, incorporado en el genoma del fago. Esta enzima
es un indicador de la presencia de células micobacterianas
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viables. En el PhaB o MAB, la deteccion se basa tan sélo
en la presencia de multiples células micobacterianas in-
fectadas viables, tras una amplificacién fagica (mycobac-
teriofago D29) en Mycobacterium smegmatis.

E1 LRP ha demostrado ser til en la diferenciacién entre
M. tuberculosis y las MNT, a partir de cultivo y en las
pruebas de sensibilidad a la isoniazida y la rifampicina®’.
El1 PhaB o MAB se ha comercializado (FASTPlaqueTB o
PhageTeK MB), para el diagnéstico de la tuberculosis en
muestras respiratorias, aunque también se ha estudiado
para la realizacion de pruebas de sensibilidad a los anti-
microbianos en M. tuberculosis®''. En general, son técni-
cas sencillas y rdpidas (48 h), que requieren poco entrena-
miento y equipamiento técnico, y son relativamente
econémicas. No obstante, aunque han demostrado una
buena especificidad, se han detectado diversos problemas
de sensibilidad en la mayoria de los estudios realiza-
dos®!112 Por ello, su aplicacién en la practica diaria ha
quedado un tanto postergada, y tal vez podrian tener una
cierta utilidad en laboratorios con recursos limitados, es-
pecialmente en paises en desarrollo, y reservarse para las
muestras de pacientes con baciloscopia negativa y con una
elevada sospecha clinica de presentar tuberculosis.

Identificacion genotipica

En la actualidad, la identificacion genotipica parece ser la
mejor alternativa para una identificacién precisa y rapida
de las especies micobacterianas. Sus principales ventajas
son: una aplicacién universal en todos los aislamientos, la
posible deteccién rapida (directamente de las muestras o de
cultivos recientes), la identificacion de microorganismos
de dificil cultivo, el reconocimiento preliminar de nuevos ta-
xones micobacterianos, la reduccién del riesgo biolégico de-
rivado de la manipulacién de los cultivos y una adecuada
relacién coste-beneficio en los laboratorios clinicos de nivel
IIT o de referencia. Por el contrario, aparte de las contami-
naciones potenciales y las limitaciones de su empleo direc-
to en muestras clinicas, estas técnicas actualmente no pue-
den sustituir completamente a la metodologia tradicional.
Por otro lado, su comercializacion esta relativamente poco
desarrollada, y algunas de estas técnicas, como la secuen-
ciacién, requieren una inversion inicial elevada. No obs-
tante, la gran variedad de técnicas actualmente disponibles
y en constante renovacion, asi como diferentes ambitos de
aplicacion, ha llevado consigo la instauracién progresiva
de esta metodologia en los laboratorios diagndsticos, lo que
ha supuesto un desembolso inicial asumible, un escaso
mantenimiento y un rendimiento 6ptimo.

Sondas de acidos nucleicos

La gran revolucion en la identificacion molecular surgié
hace 3 lustros, mediante la introduccién de sondas comer-
ciales de ADN (AccuProbe), no radiactivas, que permiten
identificar por hibridacion con el ARN ribosémico mico-
bacteriano, de forma rapida (2 h) y especifica, el complejo
M. tuberculosis, el grupo M. avium-intracellulare, M. avium,
M. intracellulare, M. kansasii y M. gordonae. Estas sondas
se pueden aplicar en los cultivos obtenidos en medios tan-
to sélidos como liquidos. Asimismo, ofrecen la posibilidad
de utilizarlos en medios liquidos con contenido hemético,
siendo necesaria una pequeiia preparacién previa median-



Alcaide Fernandez de Vega F. Nuevos métodos de identificacion de micobacterias

te concentracion y lavado con una solucion detergente (do-
decil sulfato sédico y EDTA).

Las sondas comerciales han sufrido, a lo largo de los
anos, diferentes reformulaciones, debido a diversos pro-
blemas de sensibilidad y especificidad, pero han supuesto
uno de los modelos de referencia en la deteccion e identifi-
cacioén micobacteriana en la practica clinica, en combina-
cién con los nuevos sistemas de cultivo automatizados!®.
Sin embargo, su aplicacién queda limitada a un grupo de
micobacterias que, si bien es el més importante desde el
punto de vista clinico, no deja de ser reducido. Ademas, re-
quiere una orientacién presuntiva para la eleccion de la
sonda correspondiente, al poder tan sélo realizar una iden-
tificaciéon por prueba. Esta selecciéon puede realizarse de
una forma sencilla, aunque no exenta de errores, median-
te las caracteristicas fenotipicas del cultivo (morfologia co-
lonial, cromogenicidad, turbidez del medio liquido, etc.) y
una tincién acido alcohol-resistente que pueda mostrar las
caracteristicas bacilares individuales y asociativas como
seria, por ejemplo, la formacion de cuerdas o coronas de
espinas en M. tuberculosis. También es importante no ol-
vidar la posibilidad de encontrarnos ante cultivos mico-
bacterianos mixtos (especialmente en los pacientes inmu-
nodeprimidos) que la sonda no es capaz de detectar, lo que
obliga a realizar un subcultivo, a pesar de una identifica-
cién positiva, principalmente con la sonda de ADN para
el grupo M. avium-intracellulare o M. tuberculosis.

Amplificacion de secuencias de ADN especificas
Este grupo de técnicas son en la actualidad las que pre-
sentan un mayor interés y capacidad de desarrollo. Todas
ellas requieren de una amplificacién, mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) u otro sistema, de una
zona de ADN concreta (diana) y la observacion directa de
los fragmentos obtenidos o de un posterior analisis pos-
tamplificacién més completo mediante restriccion, hibri-
dacién o secuenciacién. Como en toda técnica de amplifi-
caciéon genémica, hay diversos factores que influyen en su
rendimiento final y que deberdn tenerse en cuenta en el
proceso de interpretacion de los resultados obtenidos.

Eleccion de la secuencia diana que se va a amplificar

En las micobacterias existen regiones bien conservadas
del ADN especificas de género, que flanquean regiones hi-
pervariables especificas de especie. En la actualidad, las
dianas mejor estudiadas son el gen hsp65, que codifica la
proteina micobacteriana de 65 KDa (heat shock) y regiones
genomicas de la subunidad ribosémica 16S. No obstante,
existen mds zonas utiles, como la regién intergenética
16S-23S ribosomal y los elementos de insercién, entre
otras muchas.

Preparacion de la muestra

Aunque existe la interesante posibilidad de extraer el
ADN directamente de la muestra clinica, lo cierto es que
las técnicas de amplificacién han demostrado funcionar
mejor a partir de cultivos, s6lidos o liquidos. En esta si-
tuacion, la cantidad de ADN disponible es elevada y facil
de obtener, y no requiere una extraccién cuidada y labo-
riosa, como en el caso del procedimiento de fenol-clorofor-
mo; tan sélo es suficiente una lisis, en sus diferentes va-
riedades, y se pueden incorporar en cualquier laboratorio
diagnéstico. Dos métodos sencillos y practicos son hervir

una suspension de las colonias micobacterianas durante
20 min, o bien llevar a cabo una rotura mecéanica de las
células mediante ultrasonidos (sonicacion).

Amplificacion

En la actualidad, esta fase no supone ningtn problema.
Un gran nimero de laboratorios clinicos posee una mini-
ma infraestructura para la realizacién de técnicas de am-
plificacién de 4cido nucleicos y estan familiarizados con
este tipo de técnicas. Las nuevas generaciones de termoci-
cladores, que utilizan tubos de reaccién de pared fina, con-
siguen amplificar en menos de 2 h. También es importan-
te destacar que la realizaciéon de la PCR a partir de
cultivos conlleva la obtencién de una gran cantidad de
ADN diana que impide, en gran medida, la contamina-
cién potencial por los amplicones, a diferencia de la am-
plificacién diagnéstica directa en muestras clinicas con
un ntimero bajo de microorganismos.

Andlisis postamplificacion
Existen diversas posibilidades, como se describe a con-
tinuacién:

— Observacion directa de los fragmentos de amplifica-
cion. Se trata de la forma maés sencilla de constatar la pre-
sencia o la ausencia de una regién genémica concreta, me-
diante la deteccién visual de un determinado fragmento de
amplificacién en un gel de agarosa, tras una electroforesis
convencional. Esto ha demostrado ser muy 1til para la di-
ferenciacién de las especies que componen el complejo M.
tuberculosis y que no puede llevarse a cabo mediante otros
métodos moleculares. De esta forma, se han disefiado al-
goritmos de identificacién basados en la presencia o no de
una regiones del genoma denominadas “regiones de dife-
rencia” (RD). Aunque se han descrito 16 regiones, con la
amplificacién de RD1, RD9, RD10 y, en ocasiones, afia-
diendo RD3, RD5 y RD11, m4s la sensibilidad a la pirazi-
namida, se consigue la identificacién de M. tuberculosis,
M. bovis, M. bovis-BCG, Mycobacterium africanum tipos I
v II, y M. microti**. En los casos que fuera necesario dife-
renciar entre M. bovis y M. caprae, se deberian seguir
otras estrategias algo mas laboriosas, que incluyen mas
regiones gendémicas (p. €j., N-RD)?® o bien sistemas comer-
ciales que implican una hibridacién postamplificacion (Ge-
noType MTBC).

— PCR-RFLP (hsp65). Esta técnica, basada en la ampli-
ficacion por PCR del gen hsp65 y su posterior analisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccién (RFLP), me-
diante 2 enzimas de restricccién (BstEIl y Haelll), consigue
una identificacion rapida (en una jornada laboral), precisa
y econémica de multiples cepas micobacterianas en los la-
boratorios clinicos!. Aunque existen otras técnicas simila-
res (p. €j., PCR-RFLP del 16S-23S), ésta es, actualmente, la
mas desarrollada, con una aplicacién préctica de indudable
valor. Ademas, la experiencia acumulada en numerosos
centros!®2°, con una amplia relacién de los polimorfismos
encontrados en las distintas cepas analizadas, se expone en
una pagina web (http://app.chuv.ch/prasite/index.html),
donde se pueden consultar los diferentes patrones obteni-
dos y las identificaciones correspondientes. Gracias a todo
ello, se conoce que la técnica es lo suficientemente discrimi-
nativa como para diferenciar las especies y las subespecies
de los diversos complejos micobacterianos, e incluso entre
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las especies consideradas cldsicamente homogéneas, como
es el caso de M. kansasii?'. Sin embargo, en los tltimos
anos se han descrito multiples especies nuevas y numero-
sos patrones de restriccion sin una clara correlacién identi-
ficativa, que deberian revaluarse y actualizarse.

— Secuenciacion (ADN) de la subunidad ribosomal 16S.
La secuenciacién automatica con iniciadores marcados con
fluoresceina representa un avance sustancial, que solucio-
na la identificacién de muchos microorganismos que, por
métodos convencionales, es imposible. Esta técnica repre-
senta el patrén de referencia de las identificaciones geno-
tipicas, y cuenta con diversas bases de datos de facil y libre
acceso: GenBank/Entrez (http:/ www3.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez/) y Ridom 16S rDNA (http:/www.ridom.de/rdna/)?2.
Aunque existen diversos trabajos que propugnan su apli-
cacion en la practica diaria?*?>, continda siendo un método
caro y laborioso, que queda limitado a los laboratorios de
referencia con el equipamiento y la experiencia necesarios.
No obstante, los avances tecnolégicos son constantes y la
mayor automatizacion con los nuevos secuenciadores capi-
lares o la aparicién de microchips de secuenciacién del
ADN podrian suponer una alternativa potencial en el fu-
turo préximo.

— Hibridacion en fase sélida. Se trata de una tecnologia
en pleno auge, basada en sondas cortas de ADN especifi-
cas de especie y presentadas en formatos mas o menos
convencionales (placas con micropocillos, tiras de nitroce-
lulosa, etc.), y otros de muy préxima aplicacion sistemati-
ca, como los chips o arrays de ADN. En una sola prueba, se
aplicaria el producto de amplificacion en diversas sondas
de los microorganismos aislados con mas frecuencia y con
significacion clinica.

En la actualidad, se dispone de 2 productos comerciales
con tiras de nitrocelulosa: INNO-LiPA y GenoType. Am-
bos sistemas se basan en la amplificacion de una zona ge-
nética concreta (espacio intergenético 16S-23S para el
INNO-LiPA y el 23S rDNA para el GenoType). Posterior-
mente, se realiza la hibridacién del producto de amplifica-
cién en las diferentes sondas dispuestas en una tira de ni-
trocelulosa, que son de facil lectura e interpretacién. En
los estudios realizados se ha observado que ambos siste-
mas son muy similares, con una sensibilidad y una espe-
cificidad buenas, a partir de cultivos liquidos y sélidos, y
los resultados se obtienen en 5-6 h?629, Ademas de la va-
riedad de especies que pueden identificarse en una sola
prueba, otra ventaja de estos métodos es la deteccion de
posibles coinfecciones por diversas especies en una misma
muestra. Ambos métodos identifican numerosas especies,
con algunas diferencias.

En la tira del INNO-LiPA existen 16 sondas que permi-
ten la deteccién del complejo M. tuberculosis, M. kansasii
(subtipos I, IT y II1, para el resto mas M. gastri), M. xenopt,
M. gordonae, M. genavense, M. simiae, M. marinum /ulce-
rans, M. celatum, complejo M. avium, M. avium, M. intra-
cellulare (grupo 1y 2), M. scrofulaceum, M. malmoense,
M. haemophilum, complejo M. chelonae (grupo 1y 2), com-
plejo M. fortuitum y M. smegmatis.

El sistema GenoType incluye diversas tiras con diferen-
tes niveles de identificacién. Una primera para 14 espe-
cies: complejo M. tuberculosis, M. avium, M. intracellula-
re, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus,
M. peregrinum, M. xenopi, M. gordonae, M. scrofulaceum,
M. malmoense, Mycobaterium interjectum y M. mari-
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num/ulcerans. Si el aislamiento no fuese identificado,
existe una segunda tira para 16 identificaciones, que apar-
te de repetir M. kansasii incluye: M. simiae, M. mucogeni-
cum, M. goodii, M. celatum, M. smegmatis, M. genavense,
M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai, M. phlei,
M. haemophilum, M. ulcerans, M. gastri, M. asiaticum,
y M. shimoidei. Ademas existe una tercera tira de Geno-
Type para identificar las diferentes especies del complejo
M. tuberculosis. En general, los principales inconvenientes
de estos sistemas comerciales son su laboriosidad y su cos-
te, aunque inicialmente el GenoType es algo mas econémi-
co y versatil.

Por otro lado, los chips (arrays) de ADN son los formatos
de hibridacién en fase sélida con més futuro, por su gran
disponibilidad y flexibilidad, tanto para la identificacién
de especies micobacterianas como para la sensibilidad a
los antimicrobianos, analizando diversos mecanismos de
resistencia. En la actualidad, existen disponibles modelos
comercializados o que pueden disefiarse de forma auténo-
ma o con asesoramiento técnico y que, de forma sencilla y
rapida, permiten la realizacién de numerosas hibridacio-
nes de forma simultdnea3’®.

— Amplificacion y deteccion en tiempo real. En los ulti-
mos anos, se ha comenzado a utilizar, con fines diagnésti-
cos, la tecnologia de PCR en tiempo real. Estos métodos se
basan en la realizacién simultdnea de la amplificacién de
una zona diana concreta y su reconocimiento mediante
hibridacién que, a su vez, es detectada y cuantificada me-
diante el uso de diversos marcadores fluorogénicos. Las ma-
yores ventajas residen en su rapidez (3 h) y las posibilida-
des futuras de aplicacién para un amplio abanico de
especies, asi como la deteccién y la identificacion directas a
partir de muestras. En la actualidad, existen 2 grandes gru-
pos en dependencia de que la fluorescencia sea inespecifica
o especifica. Por otra parte, se puede utilizar la PCR u otros
métodos de amplificacién, como el SDA (strand displace-
ment amplification), basado en la amplificacién por despla-
zamiento de cadenas de ADN y su posterior deteccién me-
diante la transferencia de energia fluorescente (ET). Entre
los métodos més conocidos estan el sistema BDProbeTec ET
(el primer sistema comercial), las sondas LightCycler, Mo-
lecular Beacons y Tagman, y los cebadores Sunrise y Scor-
pion, entre otros. En general, tanto el BDProbeTec ET como
los demés métodos se han focalizado, desde un principio,
en el complejo M. tuberculosis, y a posteriori se ha produci-
do un cierto desarrollo en la identificacién de otras especies
con importancia clinica’%’. Por ello, atin existe poca expe-
riencia, aunque los datos obtenidos hasta ahora son pro-
metedores; en un futuro puede suponer una alternativa
real en la identificacién micobacteriana.
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