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Resumen

Las bacterias intracelulares que producen
enfermedad en el hombre incluyen entre otras:
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leapre,
Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides sensu escrito, N.
farcinica, N. nova etc. En general las enfermedades
producidas por estos microorganismos son difíciles de
diagnosticar por las siguientes razones: a) las
manifestaciones clínicas que producen son vagas; b) el
cultivo del tejido infectado con frecuencia obliga a
procedimientos invasivos; c) usualmente estas bacterias
son de crecimiento lento; y d) la taxonomía del género
Nocardia aún es incompleta. El diagnóstico serológico
de utilidad en la clínica se tiene solamente disponible
para N. brasiliensis pero en todos los otros casos estos no
es posible. Los avances de la Biología Molecular a
través de la técnica de la reacción en cadena de la
polimerasa permite detectar un número muy pequeño
de bacterias en cultivos aislados de pacientes infectados.
En este trabajo se describen las técnicas mas comunes
que tienen utilidad clínica en el diagnóstico de algunas
enfermedades por bacterias intracelulares.
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Summary

A partial list of intracellular pathogens producing
human diseases includes Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae, Nocardia brasiliensis, Nocardia
asteroides sensu stricto, N. farcinica, N. nova, etc. Human
diseases produced by these bacterial species are hard
to diagnose. This is mainly due to the following facts: a)
typical clinical symptoms are absent in most diseases
produced by the above mentioned bacterial species; b)
obtaining of biopsies to cultivate the causal agents
frequently involves invasive procedures; c) in general,
the above-mentioned microbial species grow slowly
under in vitro conditions, and d) taxonomy of Nocardia
genus is still incomplete. Serological diagnosis is only
available for N. brasiliensis but not for the remaining
intracellular bacterial species that have medical interest.
Recent advances in molecular biology, in particular the
arrival of the polymerase chain reaction (PCR), are
very promising for improving clinical diagnoses of the
above-mentioned diseases, considering the high
sensitivity and specificity that these techniques possess.
These new methods allow detecting a very small number
of microorganisms isolated from clinical samples. In
this paper, some techniques, that have potential utility
for clinical identification of intracellular pathogenic
agents, are described.
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Las enfermedades infecciosas bacterianas en
general pueden ser diagnosticadas por el cuadro
clínico que se manifiesta en los pacientes y luego
confirmarse mediante las técnicas microbiológicas
clásicas diseñadas para la identificación del agente
causal. Sin embargo, en algunas situaciones clíni-
cas, el tiempo excesivo que esas técnicas requie-
ren para obtener un diagnóstico es inaceptable. Por
lo cual, durante el pasado siglo XX se desarrollaron
técnicas inmunológicas basadas en la demostra-
ción de anticuerpos contra antígenos específicos
de algunas bacterias, así se utilizaron las técnicas
como la hemaglutinación, la fijación del comple-
mento y más recientemente, (ELISA), para aumen-
tar la sensibilidad de las pruebas que utilizan los
ensayos inmunológicos enzimáticos en fase sóli-
da. Esto ayudó indudablemente a disminuir el tiem-
po para identificar algunos agentes infecciosos
pero no resolvió el problema completamente en el
caso de las infecciones causadas por agentes
bacterianos intracelulares.

En los últimos años del siglo XX fuimos testigos
de los avances científicos y tecnológicos en el área
de la Biología Molecular. Estos avances tecnológi-
cos se están utilizando en el campo de la Medicina.
El área de diagnóstico de enfermedades infeccio-
sas no ha escapado a esta corriente innovadora y
cada día vemos como las pruebas basadas en la
tecnología de los ácidos nucleicos, por ejemplo la
reacción en cadena de la polimerasa (RCP) se usa
con mas frecuencia. Esta técnica ha mostrado ya
su utilidad clínica en la identificación de patógenos
bacterianos como Staphylococcus aureus,
Shigella, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Treponema pallidum, etc.1 Esta técnica de reac-
ción en cadena de la polimerasa también ha sido
utilizada con éxito en la identificación de parásitos
como Trypanosoma cruzi, Lehismania donovani,
Plasmodium falciparum, Giardia lamblia, etc. La

lista de agentes infecciosos en donde esta técnica
de PCR ha sido utilizada en beneficio de los pacien-
tes crece día con día. En este trabajo nos referire-
mos en especial al diagnóstico molecular de algu-
nas enfermedades producidas por micro-
organismos bacterianos intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis, Nocardia asteroides
y N. brasiliensis, los cuales son ejemplo represen-
tativo de los microorganismos que se incluyen en el
cuadro I.

Las técnicas de diagnóstico molecular, como la
PCR que hemos mencionado en los párrafos pre-
vios, tienen una especificidad y sensibilidad supe-
rior a las técnicas microbiológicas clásicas, pero
no resuelven todo el problema de diagnóstico, ni
tampoco harán desaparecer a algunos de los mé-
todos clásicos de la microbiología diagnóstica, al
menos en el corto tiempo. En el caso de la tubercu-
losis pulmonar por ejemplo, las técnicas clásicas
de diagnóstico han estado encaminadas funda-
mentalmente a la demostración del agente causal
en una muestra biológica proveniente del enfermo
con sospecha de infección, o en la demostración
de la respuesta del huésped a través de la hiper-
sensibilidad tardía en una prueba cutánea con el
uso de una mezcla de antígenos como la tuberculina
o el derivado proteico purificado ( PPD)

En el caso de la tuberculosis pulmonar hasta hoy
la prueba más simple que se ha utilizado para el
diagnóstico ha sido la demostración por microscopía
de luz de bacilos ácido-alcohol resistentes en la
expectoración del paciente, hallazgo que luego se
corrobora con el cultivo en medios microbiológicos.
Desgraciadamente la búsqueda de bacilos por esta
técnica tiene una sensibilidad baja; especialmente
cuando en las muestras clínicas el número de
bacterias es bajo. En casos como estos o para
estudiar la relación epidemiológica entre enfermos y
contactos, se utilizó la demostración de una secuen-

Cuadro I. Algunos microorganismos intracelulares patógenos para el hombre

Bacterias Hongos Parásitos

Mycobacterium tuberculosis Coccidioidis immitis Toxoplasma gondii
Mycobacterium leprae Histoplasma capsulatum Leishmania donovani
Nocardia brasiliensis Blastomyces dermatitidis Trypanosoma cruzi
Nocardia asteroides
Brucella melitensis
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cia de inserción conocida como IS6110 en las bac-
terias aisladas, esto resultó de una gran utilidad
médica, ya que esta secuencia de inserción es
específica para todas la cepas del complejo M.
tuberculosis .2

Las infecciones humanas por N. asteroides se
han incrementado notablemente en personas con el
sistema inmune comprometido; como es el caso de
los enfermos infectados con el virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH1/2), o pacientes trans-
plantados que reciben inmunosupresores. Aunque
en el 40% de los casos de infecciones por N.
asteroides no se encuentra un estado de compromi-
so inmunológico demostrable. Las infecciones que
produce la N. asteroides son principalmente infec-
ción pulmonar o absceso cerebral; lo cual dificulta
aun mas la toma de muestras clínicas para su
cultivo. Pero aun cuando el cultivo es posible, tarda
mas de dos semanas tener la confirmación del
diagnóstico porque estos son gérmenes de creci-
miento relativo lento. El diagnóstico rápido y preciso
de las infecciones por N. esteroides es difícil. Las
técnicas de biología molecular todavía tiene mucho
que aportaren este campo.

Recientemente el uso de la tecnología de los
ácidos nucléicos permitió separar el complejo N.
asteroides en N. farcinica, N. nova y N. asteroides
sensu stricto. Para ello Steingrube y colaborado-
res amplificaron un segmento de 439 pares de
bases del gen que codifica para la proteína de
choque térmico de 65-kDa y analizaron los patro-
nes de digestión con diferentes endonucleasas.3

Esta información tiene importancia taxonómica;
pero además utilidad clínica porque la susceptibi-
lidad a los antibióticos de las diferentes cepas no
es igual.4 Otra técnica de ácidos nucleicos cono-
cida como Ribotipificación ha sido utilizada con
éxito por Laurent y colaboradores, también para
diferenciar especies bacterianas antes conside-
radas como complejo N. asteroides. En esta téc-
nica se amplificó mediante la PCR: un fragmento
del ADN que codifica para una secuencia parcial
del ácido ribonucléico ribosomal 16S pertenecien-
te a la especie de interés, si el ADN de la especie
bacteriana aislada del paciente se hibrida con
ADN ya caracterizado se tendrá una evidencia
fuerte de que las bacterias aisladas de los pacien-
tes pertenecen a la misma especie que el ADN
utilizado como molde.5

En el caso de la infecciones por N. brasiliensis,
en el departamento de Inmunología del Hospital
Universitario José E. González se desarrolló una
técnica inmunoenzimática para el diagnóstico
serológico del actinomicetoma, basada en la res-
puesta de anticuerpos del huésped.6 El uso de la
Biología Molecular en el caso de N. brasiliensis no
está encaminada al diagnóstico, sino a la taxono-
mía. Gracias a ello Wallace y colaboradores pudie-
ron proponer la existencia de una nueva especie
conocida como N. Pseudobrasiliensis, que fue
reconocida entre muestras clínicas aisladas de
pacientes con lesiones invasivas.7

En mayo de 1999, nosotros publicamos una
parte de la secuencia del gen que codifica para una
proteína que se comporta como antígeno inmuno-
dominante en los enfermos infectados con N.
brasiliensis, y resultó ser una proteína con actividad
de catalasa. En el mencionado artículo, las se-
cuencias NB 10 y NB11 se buscaron en bacterias
de géneros relacionados a Nocardia como Gordona
y Rhodococcus y se sugirió su utilidad potencial en
la diferenciación de especies.8

De todo lo anterior puede concluirse que las
técnicas basadas en la demostración de secuen-
cias de ácidos nucleicos específicas en bacterias
patógenas para el hombre tendrán un uso impor-
tante en el corto plazo. En este caso están las
enfermedades producidas por microorganismos
intracelulares como N. brasiliensis que en ocasio-
nes produce infecciones graves que ponen en
riesgo la vida del enfermo y donde urge un diagnós-
tico rápido.9
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