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Resumen

Introduccién. La Organizacién Mundial de la Salud
define la tuberculosis extrapulmonar como la enfer-
medad tuberculosa localizada en cualquier érgano
diferente a los pulmones vy, la micobacteriosis, como
la infeccidon bacteriana producida por micobacterias
no tuberculosas. El diagndstico de tuberculosis
extrapulmonar y micobacteriosis se hace fundamen-
talmente por el cultivo y la posterior identificacion
de la micobacteria por pruebas bioquimicas, asi como
por baciloscopia para el primer caso.

El cultivo de micobacterias presenta limitacio-
nes, especialmente, por el tiempo de incubacion que
puede tardar hasta 12 semanas y por la sensibilidad
para determinar la presencia del microorganismo.
Actualmente, se utilizan herramientas moleculares
que permiten disminuir el tiempo de diagndstico.
Entre ellas esta la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) que es una prueba rapida con
buena sensibilidad y especificidad para la identifica-
cion de patdgenos.

Objetivo. Implementar la (PCR) como apoyo
para el diagndstico de la tuberculosis extrapulmonar
y la micobacteriosis, para disminuir el tiempo en la
obtencién de resultados y contribuir a la instauracion
de tratamientos oportunos para estas patologias.

Materiales y métodos. El estudio se llevd a
cabo entre junio de 2005 y agosto de 2006. Se pro-
cesaron 57 muestras clinicas provenientes de 15
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centros hospitalarios del pais, analizadas por PCR
para la secuencia de insercién 1S6110 y para el gen
hsp65. Se incluyeron datos clinicos del paciente,
edad, sexo y prueba de VIH.

Resultados. Los resultados de amplificacion
para PCR 1S6110 fueron positivos en 6 pacientes, lo
que sugiere tuberculosis extrapulmonar, y para PCR
hsp65, en igual nimero, lo que sugiere un proceso
de micobacteriosis. Se confirmd el diagnéstico de
tuberculosis meningea en 4 (6,9%) pacientes, se-
guida por tuberculosis en piel y tuberculosis miliar,
cada una en un (1,7%) paciente.

Se identificaron micobacterias no tuberculosas
en 6 (10,3%) pacientes, asi: 4 (7%) en esputo, 1
(1,75%) en secrecion de abdomen y 1 (1,75%) en
secrecion de lesiones en piel. Un aislamiento de
Mycobacterium chelonae de piel se asocié con un
tratamiento previo con mesoterapia. No se encontro
relacién entre el estado de éportador de? VIH, con
las patologias estudiadas.

Discusion. Se presenta la PCR como una bue-
na ayuda diagndstica, especificamente, por la ob-
tencion de resultados en un lapso de 3 dias.

Palabras clave: infecciones por Mycobac-
terium, infecciones atipicas por Mycobacterium, re-
accién en cadena de la polimerasa, PCR.
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Abastract

Introduction: The World Health Organization de-
fines extrapulmonary tuberculosis as the disease
located in any type of organ different from the lungs,
and mycobacteriosis as the bacterial infection
produced by environmental Mycobacteria. The diag-
nosis of extrapulmonary tuberculosis and myco-
bacteriosis is achieved fundamentally by culture and
later identification of bacteria by biochemical tests,
as well as by sputum smear for the first case.

Culture presents limitations specially related
with the time of incubation that can last up to 12
weeks and with the sensitivity to the presence of
the microorganism. Currently, molecular tools allow
a decrease in the time of diagnosis. Among these
tools, the polymerase chain reaction (PCR) is a rapid
test with good sensitivity and specificity for the
identification of pathogenic Mycobacteria.

Objective: To implement PCR as support to
the diagnosis of extrapulmonary tuberculosis and
mycobacteriosis to decrease the time in obtaining
results and to contribute to the implementation of
appropriate treatments for these diseases.

Materials and methods: The study was
carried out between June 2005 and August 2006.
57 clinical samples of 15 hospitals throughout the
country were analyzed by PCR for the sequence of
insertion of IS6110 and for the gene hsp65. Clinical
information of the patients, age, sex, and VIH test
were included. Results: Results of amplification
for PCR IS6110 were positive in 6 patients
suggesting extrapulmonary tuberculosis and for PCR
hsp65in an equivalent number, suggesting a process
of mycobacteriosis. The study contributed to the
diagnosis of meningeal tuberculosis in 4 (6.9%)
patients, followed by skin tuberculosis and miliar
tuberculosis each one with 1 (1.7%) patient.

We identified énon-Mycobacteryum tubercu-
losis? ¢INMT? in 6 (10.3%) cases, which were
differentiated as follows: 4 (7%) patients in sputum,
1 (1.75 %) patient in secretion of abdomen and 1
(1,75 %) patient in secretion of skin injuries.
Mycobacterium chelonae isolation of the skin was
associated with cosmetic mesotherapy. No relation
was found between VIH status and the studied
pathologies. Discussion: This study shows PCR as
a valuable diagnostic technique for patients,
specifically for obtaining results within three days.

Key words: Mycobacterium infections,
Mycobacterium infections atypical, polymerase chain
reaction

Infectio 2007; 11(2): 87-94

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA

INTRODUCCION

A pesar de la disponibilidad de medicamentos des-
de 1940 para curar la tuberculosis, esta enferme-
dad producida por las micobacterias pertenecientes
al complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuber-
culosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. tu-
berculosis subs. canettii, M. caprae y M. pinnipedii)
ocasiona dos millones de muertes al afio en el mun-
do y se estima que cerca de un tercio de la pobla-
cion mundial esta infectada por el bacilo M. tubercu-
losis. Anualmente se reportan en promedio nueve
millones de casos nuevos de la enfermedad (1). Las
proyecciones indican que el impacto de la tubercu-
losis aumentara si no se toman de inmediato medi-
das de control en todos los paises para reducir la
transmision, la morbilidad y la mortalidad de la en-
fermedad hasta que disminuya la amenaza para la
salud publica (2).

En Colombia, para el afio 2005, se reportaron
al Sistema de Vigilancia Epidemioldgica del Instituto
Nacional de Salud (INS-SIVIGILA) 9.118 casos nue-
vos de tuberculosis para una incidencia de 22 casos
por 100 mil habitantes, de los cuales, 84,1% fueron
tuberculosis pulmonar, 0,5% tuberculosis meningea
y 15,4% correspondié a otras formas extrapulmo-
nares (Instituto Nacional de Salud. Informe mensual
de tuberculosis en Colombia. Agosto de 2006. Bogo-
ta, D.C., INS, Subdireccion de Vigilancia y Control en
Salud Publica).

La tuberculosis extrapulmonar se presenta
como consecuencia de la diseminacion de M. tuber-
culosis a través de los vasos linfaticos o del torrente
circulatorio a otros dérganos; los que se afectan con
mayor frecuencia son: las meninges, la pleura, la
piel, los ganglios linfaticos, el abdomen, el aparato
genitourinario, los rifiones, la piel, las articulaciones
y los huesos (3,4).

Segun la guia de atencion de la tuberculosis,
existen diferentes criterios para el diagndstico de la
tuberculosis extrapulmonar, como son el estudio cli-
nico, el estudio histopatoldgico, el criterio epidemio-
l6gico y el bacterioldgico. El aislamiento del micro-
organismo en el cultivo es uno de los factores mas
importantes, pero presenta inconvenientes, especial-
mente por la sensibilidad, que va de 50% a 81% (5-
8), y por la espera en la identificacion del microor-
ganismo (6 a 12 semanas); este tiempo puede
prolongarse debido a que las muestras clinicas de
origen extrapulmonar son paucibacilares, situacion
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que va en contra del prondstico del paciente por la
demora en la instauracion del tratamiento adecua-
do (7,9-11).

Las micobacteriosis son patologias infecciosas
producidas por micobacterias no tuberculosas, mi-
croorganismos de amplia distribucién ambiental en
agua y suelo. El aislamiento de estos microorganis-
mos ahora es mas frecuente por la epidemia del
VIH-sida (12), por la persistencia de otras enferme-
dades que suprimen el sistema inmune, como el
cancer y la diabetes (13), y por el auge de los pro-
cedimientos estéticos (14,15). El diagndstico de las
micobacteriosis se basa, especificamente, en el ais-
lamiento de la micobacteria en un medio de cultivo y
su posterior identificacion de especie por pruebas
bioquimicas; estos procedimientos tardan varias
semanas y en algunos casos la identificacién de es-
pecie no es concluyente (16).

En Colombia existen pocos reportes de
micobacterias no tuberculosas. En el Grupo de
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud, entre
1995 y 2003 se aislaron 213 micobacterias no
tuberculosas, con mayor frecuencia, M. chelonae
(23%), lo cual corrobora la importancia de la identi-
ficacion y la determinacion de especie de estos pa-
tdégenos (17).

El desarrollo de pruebas rapidas basadas en
biologia molecular ha surgido como alternativa de
ayuda para el diagnostico de enfermedades infec-
ciosas (11). Entre estas pruebas esta la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), que se presenta
como un método rapido de gran sensibilidad (1 ng/
pl de ADN) y especificidad, entre 98% y 100% para
micobacterias del complejo M. tuberculosis (18).
Entre los blancos genéticos de amplificacion mas
comunes para la identificacién de micobacterias, se
presenta la secuencia de insercion IS 6110 especifi-
ca de los miembros del complejo M. tuberculosis
(19,20) y el gen hsp 65 ligado a la restriccion espe-
cifica del producto de amplificacion conocido como
metodologia de ¢PRA? (andlisis de restriccion de los
productos de PCR), que se ha descrito como una
metodologia rapida, econdmica y de facil implemen-
tacion para la identificacion de micobacterias (16,21).

Teniendo en cuenta lo anterior, el Grupo de
Micobacterias del INS utiliza la PCR para contribuir al
diagndstico de tuberculosis y micobacteriosis en mues-
tras clinicas. El presente trabajo tuvo como objetivo
utilizar la PCR en los blancos genéticos IS 6110 y

hsp65, con el fin de ayudar en la deteccion de tuber-
culosis extrapulmonar y micobacteriosis, en pacien-
tes atendidos en las entidades de salud del pais que
lo solicitaron, para confirmar la presencia e identifi-
car la micobacteria en la muestra clinica analizada.

METODOLOGIA

Poblacion y muestras. El trabajo incluyé 57 pa-
cientes a quienes se les sospechaba tuberculosis
extrapulmonar o micobacteriosis; de cada uno de
ellos se obtuvo igual nimero de muestras clinicas
(tabla 1) que se remitieron al Grupo de Micobacterias
del Instituto Nacional de Salud, entre junio de 2005
y octubre de 2006. Los especimenes clinicos fueron
enviados de 15 instituciones de salud del pais, 8
publicas y 7 privadas.

El médico remitente diligencié una ficha de re-
coleccion de datos de cada uno de los pacientes del
estudio, en la cual se indagoé sobre edad, sexo, re-
porte de HIV e impresion diagnostica.

Extraccion de ADN genémico de micobacterias.
El proceso de extraccion de ADN se realizo segun el
protocolo descrito por Dick van Soolingen en 2002
(22). Las muestras de esputo se trataron con fosfato
trisddico al 10%. Todas las muestras se centrifugaron
a 4.000g durante 30 minutos; el sedimento obteni-
do se resuspendié en 400 pl de solucidon amorti-
guadora TE (0,01M Tris-HCI, 0,001M EDTA, pH 8) y

Muestras clinicas de pacientes con sospecha

de tuberculosis o micobacteriosis recibidas en

el Grupo de Micobacterias del Instituto Nacio-
nal de Salud durante un periodo de 15 meses

Tipo de muestras Frecuencia .Suspel.r.ha =
Tuberculosis | Micobacteriosis
Liguido cefalorraguideo 26 26 0
Biopsia de piel 16 4 12
Liquido pleural 3 3 o
Esputo 4 4 0]
Liguido pericardico 2 2 8]
Secrecion piel 2 u] 2
Humor acuoso 1 1 o]
Lavado bronguial 1 1 o
Sangre total 1 1 o
Secrecion de abdomen 1 8] 1
Total 57 42 15




GLORIA PUERTO, ET AL

se inactivd por ebullicion durante 20 minutos. Lue-
go, se adicionaron 50 pl de lisozima, 10 mg/ml
(SIGMA) y se incubd a 37 °C durante 2 horas; pos-
teriormente, se adicionaron 70 pl de SDS 10%
(SIGMA) y 10 pl de proteinasa K de 10 mg/ml
(SIGMA) y se incubd a 65 °C por 10 minutos; poste-
riormente, se agregaron 100 pl de NaCl 5M y CTAB-
NaCl para incubar a 65 °C por 10 minutos. EI ADN se
extrajo mediante cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1), precipitado con isopropanol absoluto y fue
resuspendido en solucién amortiguadora TE 0,1X.

PCR para los miembros del complejo M. tuber-
culosis. Trece muestras se sometieron a la PCR
especifica para amplificar un fragmento de 245 pb
de IS 6110 en una mezcla de reaccion de 50 il que
contenia una concentracién de 25 iM de cada uno de
los iniciadores INS1 5'CGTGAGGGCATCGAGGTGGC3’
e INS2 5'GCGACGTAGGCGTCGGTGACAAA3’ (Invitro-
gen®), soluciéon amortiguadora de PCR 10X
(Invitrogen ®), MgCl, 25 mM (Invitrogen ®), 2,5
mM de cada desoxinucledsido trifosfato (Invitrogen
®), 1,25 U de TagADN polimerasa (Invitrogen ®) y
10 il del ADN extraido de la muestra clinica (23). La
reaccion se llevo a cabo en un termociclador
Mastercycler Eppendorf con desnaturacion inicial de
96 °C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de 94 °C
por 2 minutos, 60 °C por 2 minutos y 72 °C por 2
minutos y un ciclo final de 72 °C por 7 minutos.

PCR para micobacterias no tuberculosas me-
todologia de PRA. Se sometieron 44 muestras a
una prueba de PCR para amplificar un fragmento de
439 pb del gen hsp65 en una mezcla de reaccién de
50 il que contenia una concentracion de 25 iM de
cada uno los iniciadores Tb11l 5’ACCAACGATGGT-
GTGTCCAT y Tb12 5'CTTGTCGAACCGCATACCCT
(Invitrogen ®), solucion amortiguadora de PCR 10X
(Invitrogen ®), MgCl, 25 mM (Invitrogen ®), 2,5
mM de cada desoxinucledsido trifosfato (Invitrogen
®), 2,5 U de TagADN polimerasa y 10 il del ADN
extraido de la muestra clinica (24). La reaccion se
llevd a cabo en un termociclador Mastercycler
Eppendorf con una desnaturacién inicial de 95 °C
por 5 minutos, seguida por 40 ciclos de 94 °C por 1
minuto, 65 °C por 1 minuto y 72 °C por 1 minuto, y
un ciclo final de 72 °C por 7 minutos.

Los productos amplificados por PCR hsp65 se
sometieron a digestion con las enzimas BstE Il y Hae
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IIT (Sigma ®), por separado, en una mezcla de re-
accion de 25 il en agua que contenia el producto de
PCR, solucién amortiguadora SB 10X (Sigma ®), y
SM 10X (Sigma ®), respectivamente, y una unidad
de la enzima. Los productos de restriccion obteni-
dos por PRA se visualizaron en gel de agarosa al 4%
y su tamafio molecular se determind con un patrén
de peso molecular de 100 pb. Los patrones de res-
triccion se analizaron usando el sitio de la red PRA
site (http://app.chuv.ch/prasite/index.html).

Visualizacion de los productos amplificados. La
amplificacion de los blancos genéticos I1S6110 y hsp65
se confirmd en geles de agarosa al 1,4% por corri-
do electroforético a 90 V/cm durante 20 minutos.
Para determinar el tamafio molecular de los frag-
mentos de amplificacion esperados se utilizé el mar-
cador de peso molecular @X174-Hae III.

Control de calidad de la PCR. Cada una de las
pruebas se procesd con un control positivo para la
amplificaciéon de IS6110 y hsp65 utilizando ADN de
la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv, un con-
trol negativo de amplificacién con agua ultrapura
estéril para determinar la ausencia de contamina-
cion en el laboratorio y un control de inhibidores que
consistié en adicionar una alicuota de ADN de M.
tuberculosis H37Rv a la extraccion de ADN de la
muestra clinica, para corroborar la ausencia de in-
hibidores en la muestra que no permitieran amplifi-
car un posible ADN micobacteriano presente (25).

Emision de resultados. Los resultados de la PCR
para las muestras clinicas se informaron a la enti-
dad solicitante. El médico tratante establecié el diag-
nostico definitivo.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas de los pacientes. La in-
formacion sobre sexo, edad y reporte de VIH de los
pacientes que ingresaron al estudio, se presentan
en la tabla 2. Algunas historias clinicas no presenta-
ban la informacion completa de la historia clinica,
especialmente, la edad y el reporte de la prueba de
VIH. No se supo si la falta de esta informacion se
debid a que no se le formuld la pregunta al paciente
0 a que éste la omitid.
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Relacion de especimenes con las caracteristicas de los pacientes, sexo, edad y prueba de VIH.
Se observa que el promedio de edad de los pacientes del estudio fue de 37 anos.

Muestra (n) s Mujer p(:na:::i:nd:ﬁ?:]d Pa.!tfiem:es con rﬁpnﬂ:e d.e HIV
P o Negativo Sin reporte

LCR (2B) 12 14 45 (1-84) 7 1 18
Biopsia de piel (18] 4 12 45 (17-83) 0 3 13
Liguido Pleural (3) 2 1 20 (16-30) 0 0 3
Liguido pericardico (2] 2 0 74 (B0-89) u] 0 2
Secrecion de piel (2] 0 2 26 (28] 0 0 2
Secrecion de abdomen (1) 1 0 ND 0 0 1
Lavado bronguial (1) 0 1 40 (40) 0 0 1
Sangre total (1) 1 0 11011 0 0 1
Humor acuoso (1] 1 0 32 (32 0 0 1
Esputo (4) 0 - 40 (30-58) 0 0 E
Subtotal 23 34 7 L) 46
Total (57) 57 37 (8 meses-89) 57

ND: sin determinar.

PCR 1S6110 y hsp65. Doce de 57 muestras (21%)
presentaron amplificacion con alguno de los dos blan-
cos genéticos: 6 muestras amplificadas por PCR
IS6110, en las que se detectd la presencia de ADN
de miembros del complejo M. tuberculosis, y 6 mues-
tras amplificadas con PCR hsp65, posteriormente
fueron sometidas a analisis de restriccion para la
identificacion de la micobacteria implicada; 45/57
(79%) de las muestras fueron negativas y no pre-
sentaron amplificacién con ninguno de los dos blan-
cos (tabla 3).

Los resultados de amplificacion para 1S6110
fueron positivos en 6 pacientes (10,5%), discrimi-
nados asi: 4 (7%) con tuberculosis meningea, 1
(1,75%) con tuberculosis en piel y 1 (1,75%) con
tuberculosis diseminada ( véase figura 1).

Los resultados de la amplificacion para hsp65
fueron positivos en las muestras clinicas de secre-
cion de abdomen, esputo y secrecion de piel en muslo,
y se identificaron micobacterias no tuberculosas en
6 (10,5%) pacientes. Las identificadas fueron; M.

Descripcion de los resultados de amplificacion en las muestras clinicas segun el blanco genético

Muestra am?:ll?tr;gandu n::;:i’::':: Z?mid;';‘:liz::ea: Micobacteria identificada

LCR IS6110 4 51 Miembro del complejo M. tuberculosis
Biopsia de piel 1S6110 1 30 Miembro del complejo M. tuberculosis
Sangre total 1IS6110 1 11 Miembro del complejo M. tuberculosis
Secrecion de piel hspB5 1 26 M. chelonae, tipo 1
Secrecion de abdomen hspB5 1 42 M. abscessus, tipo 2

M., kansasii, tipo 2. )
Esputo hsp6s 4 a0 Mo kst e

M. malmoense
Total de muestras positivas 12
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Gel representativo de la amplificacion por RCP de un fragmento de
245 pb de la secuencia de insercién IS6110. De izquierda a derecha:
carril 1 marcador de peso molecular @X174 Hae Ill; carril 2: control
negativo; carril 3: control positivo con ADN de M. tuberculosis H37RV;
carriles 4-10: muestras clinicas sin amplificacién; carril 11: muestra
de LCR positiva para M. tuberculosis.

abscessus, M. kansasii, M. nonchromogenicum, M.
hiberniae, M. malmoense y M. chelonae (figura 2).

Ninguno de los 7 pacientes con reporte positi-
vo para VIH presenté amplificacion por PCR para
IS6110 o para hsp65 en las muestras clinicas anali-
zadas.

La edad promedio de los pacientes con PCR
positiva para IS6110 fue de 40 afios y para PCR hsp65
fue de 36 afios.

Emision de resultados. Los resultados de las am-
plificaciones por PCR fueron remitidos en su totali-
dad a las entidades para entrega directa a los fami-
liares del paciente o se enviaron via fax.

DIScuUsION

Los resultados de la PCR para 1S6110 y para hsp65
se informaron tres dias después de recibida la mues-
tra; cuando se reportaba una PCR positiva, se in-
vestigaba el diagndstico médico de los pacientes;
en los 12 casos positivos, la clinica confirmé el diag-
nostico de tuberculosis extrapulmonar o de
micobacteriosis, con lo que se corrobord la contri-
bucion de la prueba en el diagndstico.

La obtencién de resultados por PCR en un lap-
so de 72 horas, tiempo necesario para realizar la
extraccion, amplificacion y deteccion del ADN
micobacteriano, se presenta como una ventaja cli-
nica para el manejo de los pacientes, teniendo en
cuenta que los que se les sospechaba tuberculosis
meningea estaban hospitalizados en unidades de
cuidado intensivo y requerian la pronta instauracion
del tratamiento (26).

BstE' 11

MPM

Hae 111

MPM MPM

Se observan los patrones de restriccién de los productos obtenidos por RCP del gen hsp65 generados por las enzimas BstEl 'y Haelll del ADN de
3 especies de micobacterias presentes en las muestras clinicas estudiadas. De izquierda a derecha: earril 1: MPM de 100 pb; carriles 2-10:
patrones de restriccion enzima BstEll; earril 11: MPM 100 pb; carriles 12-20: patrones de restriccion enzima Haelll; earril 21: MPM 100 pb.
La muestra 296 procedente de biopsia de piel presenta un patrén de restriccion caracteristico de Mycobacterium chelonae tipo 1 (BstEll: 325,
130; Haelll 200, B0, 55). La muestra 370 procedente de secrecién de abdomen presenta un patrdn de restriccion caracteristico de Mycobacterium
abscessus tipo 2 (BstEll: 240, 210; Haelll 200, 70, 60). La muestra de esputo 907 presenta un patrdon de restriccion caracteristico de
Mycobacterium kansasii tipo 2 (BstEll: 240, 130, 85; Haelll 130, 105). Se observan, en los otros carriles, los patrones obtenidos en la
identificacién molecular de especies de micobacterias de la coleccion de asilamientos clinicos del Grupo de Micobacterias del INS.
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Con PCR 1IS6110 se logrd establecer la presen-
cia de miembros del complejo M. tuberculosis. Aun-
que en este estudio no se logrd la identificacion de
la especie implicada, por ser prioritaria la informa-
cion oportuna al servicio médico debido al estado
critico de salud de los pacientes; se recomienda uti-
lizar otras metodologias moleculares como el spoli-
gotyping para este fin; esta ultima, ademas de iden-
tificar la especie, permite establecer la familia a la
gue pertenece, su asociacion con resistencia a me-
dicamentos y la distribucién nacional y mundial; de
esta manera se logra orientar el tratamiento, en
especial, si se sospecha de la presencia de un aisla-
miento con resistencia a los medicamentos de pri-
mera linea, como isoniacida, rifampicina, pirazina-
mida y etambutol (21,27).

El diagndstico de tuberculosis meningea en 4
pacientes, tuberculosis en piel y tuberculosis disemi-
nada en 1 paciente, concuerda con los reportes pre-
viamente conocidos, en los cuales la tuberculosis
meningea es la presentacion mas comun y la disemi-
nada, la de menor frecuencia (27,28). En este estudio
la amplificacién de IS6110 confirmo el estado de infec-
cién del paciente; el criterio clinico, el epidemioldgico y
los resultados de las ayudas diagndsticas son los que
orientan al médico sobre el curso de la enfermedad.

La edad promedio de los pacientes con muestras
clinicas positivas para la amplificacion de 1S6110 para
la deteccion de miembros del complejo M. tuberculo-
sis fue de 30 afios, situacion concordante con la litera-
tura donde se presenta el impacto de la tuberculosis
en poblacion joven econémicamente activa (29).

Los diagndsticos de micobacteriosis fueron con-
firmados por criterio clinico. Las micobacteriosis se
manifestaron en pacientes con edad promedio de 36
afos, quienes generalmente presentaron dificultad en
el tratamiento, como fue el caso de la paciente en
cuya muestra de secrecion de piel del muslo se iden-
tificd M. chelonae, a quien se le habia diagnosticado
micosis y sobreinfeccion con bacterias Gram positi-
vas, sin respuesta al tratamiento. M. chelonae se ha
recuperado como contaminante de heridas quirGrgi-
cas, soluciones y equipos médicos; se asocia con pro-
cedimientos estéticos como cirugias plasticas y
mesoterapia (30). La identificacion de M. abscessus
en la secrecion de la lesién en el abdomen concuerda
con la epidemiologia de este microorganismo, que
causa infecciones especialmente en piel y tejidos
blandos, y es aislado con frecuencia (31).

M. kansasii, M. nonchromogenicum, M.
hiberniae y M. malmoense, identificadas en esputo,
son micobacterias que se recuperan con poca fre-
cuencia de procesos infecciosos pulmonares, espe-
cialmente, en pacientes con algun grado de inmu-
nosupresion; el conocimiento de estas especies
causantes de infeccién micobacteriana en el pulmén
llama la atencion debido a que las muestras clinicas
de esputo ingresaron con un diagndstico presuntivo
de tuberculosis pulmonar y se hizo un diagnoéstico
final de micobacteriosis; por lo tanto, es importante
valerse de metodologias diagnosticas como las prue-
bas moleculares que ayuden a determinar la espe-
cie implicada, con el fin de instaurar el tratamiento
adecuado y mejorar el estado general de los enfer-
mos (12,17).

La amplificacién de hsp65 y posterior identifi-
cacién de la micobacteria no tuberculosa no se rea-
lizb en tres muestras seriadas como lo recomienda
la Red Nacional de Laboratorios (17) debido, espe-
cialmente, a que las muestras clinicas fueron en su
mayoria biopsias que se obtienen por procedimien-
tos invasivos. El criterio médico fue el patrén para la
instauracion del tratamiento segin la sintomatolo-
gia del paciente.

Todas las muestras se procesaron con control
positivo, negativo y de inhibidores, lo que permitié
asegurar la ausencia de inhibidores (compuestos
organicos e inorganicos) en las muestras, que influ-
yeran en la amplificacion de un posible ADN
micobacteriano presente (25,32).

En el 2005 y en lo corrido del 2006 se reporta-
ron al SIVIGILA sdlo 2 casos de tuberculosis meningea
en Bogotd, lo que contrasta con los 4 casos confir-
mados en este estudio; no se tiene conocimiento
del reporte de tuberculosis cutanea y miliar. La noti-
ficacion de los casos de tuberculosis extrapulmonar
se constituye en una necesidad prioritaria para el
pais, con el fin de permitir al SIVIGILA aplicar accio-
nes de control tendientes a disminuir el impacto de
la enfermedad (12).

No se encontrd asociacidon de tuberculosis
extrapulmonar y micobacteriosis con los pacientes
positivos para VIH de este estudio; esta situacion es
de interés por los reportes de la literatura de la aso-
ciacion entre estas dos enfermedades, en los cuales
se describe que mas de 50% de los pacientes posi-
tivos para VIH aumentan el riesgo de enfermedad
tuberculosa y pueden enfermar de tuberculosis con
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el avance de la inmunosupresion (12,27). Esto lleva
a sugerir que los pacientes que participaron de este
estudio y que eran positivos para VIH, no presenta-
ban estados avanzados de inmunosupresion.

Se pone en conocimiento del personal médico
este tipo de metodologias moleculares de diagnds-
tico, las cuales permiten contribuir a la toma de
decisiones y a la instauracion de tratamientos ade-
cuados; ademas, los laboratorios de diagndstico
clinico deben implementar técnicas basicas de bio-
logia molecular, como la PCR, de féacil acceso y ba-
jos costos para contribuir al diagnostico en un tiem-
po mas corto.

Se sugiere continuar este tipo de estudios y
avanzar hacia la implementacion de la PCR en tiempo
real, la cual presenta una mayor sensibilidad en cuanto
a la deteccion del nimero de copias del posible ADN
micobacteriano que se encuentra en una muestra
extrapulmonar (33), sin dejar de realizar la identifi-
cacién microbioldgica convencional (bacilos-copia y
cultivo) establecida por el Programa Nacional de Tu-
berculosis del Ministerio de la Proteccién Social.
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