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RESUMEN

Introduccién: Rhodococcus equi €s reconocido como un patégeno emergente que causa importante morbilidad y mortalidad
entre los pacientes inmunocomprometidos. Objetivo: confirmar la presencia de R. equi en liquido pleural mediante la técnica
del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion. M étodos. se empled muestra de liquido pleural de un paciente
sida con sintomas respiratorios. Se realizaron cultivos microbioldgicos, pruebas de tincion, fenotipicas, bioquimicas y la técnica
del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion para el diagndstico del microorganismo. Resultados: las
técnicas de tincion, fenotipicas y bioquimicas brindaron un diagnéstico sugestivo de infeccion por R. equi, €l cua fue confirmado
por las técnicas moleculares utilizadas. Conclusiones: este trabajo reporta la deteccion molecular, por primera vez en Cuba, de
R. equi en paciente VIH/sida. Los resultados obtenidos permiten sugerir que técnicas de biologia molecular pueden ser aplicadas

en el diagnéstico y la identificacion de R. equi.
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INTRODUCCION

Rhodococcus equi €s un cocobacilo aerobio,
grampositivo, intracelular, no movil y débilmente
acido alcohol-resistente, denominado antes
Corynebacterium equi.* Este microorganismo
esta ubicado actualmente dentro del orden
Actinomycetales, en €l cual estan incluidas otras
especi es bacterianas deimportanciamédicadelos
géneros Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia y Gordona.?

El género Rhodococcus fue descrito por pri-
meravez por Zopf'en 1891y cuenta con 30 especies,
de las cuaes R. equi es considerado € patdgeno
oportunista méas importante en los animales, in-
cluido el hombre. El primer caso deinfeccién en

1 Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”. La Habana, Cuba.

2 |nstituto de Biomedicina de Caracas. Venezuela.

humanos fue reportado en 1967 y en la actualidad
existen més de 200 casos descritos.*En los Ul -
timaosafios, este microorganismo haemergido como
un importante patégeno asociado a infecciones
pulmonares, sistémicas e invasivas en pacientes
inmunocomprometidos.t

Recientemente, Silva y otros encontraron 9,3 %
deinfeccion por R. equi en 546 pacientes con sos-
pechadetubercul osispulmonar. Estosautoresplan-
tearon que este patdégeno no es tan infrecuente y
sugirieronlaposibleidentificaciondeR. equienmues-
tras respiratorias de pacientes con sospecha de
tuberculosis/VIH.2 Este microorganismo en muy
raras ocasiones infecta a individuos inmunocom-
petentes, sin embargo, puede causar lamuerte hasta
en55 % de pacientes infectados por el VIH/sida.*
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La adecuada y definitiva identificacion del
mi croorgani smo requiere de una bateriade métodos
bioquimicosy enziméticos, que en muchasocasiones
no estan disponibles en los laboratorios de micro-
biologia clinica® Heidmann y otros plantean la
importanciadel cultivo del patdgeno apartir dela-
vadostranstraguealesy la posterior identificacién
por métodos citol égicos y moleculares.® Entre es-
tos Ultimos, aguellos basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, siglaen inglés) y
en el polimorfismo enlalongitud delosfragmentos
de restriccion (RFLP, sigla en inglés) muestran
excelentes resultados para la identificacion de R.
equi.”®

Este trabgjo tiene como objetivo confirmar la
presenciade R. equi en liquido pleural mediante
la técnica de RFLP.

METODOS

Paciente: VIH/sida ingresado en el Hospital
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
por presentar sintomas respiratorios bajos con in-
terposicion liquida

Muestra y condiciones de cultivo : € liquido
pleural seinocul6 en medio agar sangre (Biocen,
Cuba) enriquecido con sangrede carnero 5 %, agar
MacConkey (Biocen). Los medios inoculados se
incubaron a35 °C durante 24-48 h. Posteriormente,
el medio agar sangre fue incubado a temperatura
ambiente (TA) por 5 d adicionales. Unavez con-
cluida la incubacion, se realizo la lecturay a
continuacién la tincién de Gram, observacion
microscopicay pruebas bioguimicas.

Pruebas biogquimicas: se realizo la hidrolisis
delaesculing, citocromo oxidasa, catalasa, ureasa
y factor equi seguin lo descrito por Prescott en
1991.°

Extraccion de ADN: unaazadadel cultivo del
liquido pleural provenientedel paciente seintrodujo
enunvial estéril de1,5mL, al cual seleadiciond
400 pL de agua destilada estéril. Posteriormente,
el contenido se incub6 a 80 °C por 15 min en un
bafio termostatado.® EI homogenizado obtenido de
laruptura celular fue utilizado parala PCR.

PCR: se amplificd un fragmento de 439 pares
de base (pb) del gen que codifica paralaproteina
de choque térmico de 65 kDa (HSP) del género
Mycobacterium conservada en microorganismos

del orden Actinomycetales.® Setomaron 5 uL del
homogenizado previamente obtenido y se le adi-
cionaron 45 pL de volumen de reaccion de
amplificacion que contenia: Tris’HCI (pH 8,3)
10 mM, KCI 50 mM, MgCI, 1,5 mM, desoxi-
rribonucledtidos (ANTP) 200 uM, cebadores
TB11(5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3")
y TB12 (5"-CTTGTCGAACCGCATACCCT-3")
0,4 pM, 2 unidades de Tag ADN polimerasa
(Bioline, Londres, Reino Unido). El perfil de am-
plificacion se llevo a cabo seguin lo descrito por
Steingrube y otros.®

Para |a deteccion de los productos amplifi-
cados se analizaron 12 puL de cada mezcla resul-
tante mediante electroforesis en gel de agarosa
1,2 % con solucion reguladora de Tris-Borato-
EDTA (89 mM Tris, 89 mM Borato, 2mM EDTA).
La electroforesis se realiz6 a80 V por 1 h. Los
resultados se visualizaron en un transiluminador
ultravioleta(Macrovue 2011, LK B, Suecia) y luego
sefotografiaron con unacamaradigital Power Shot
G6 (Cannon, Japon).

En las reacciones de amplificacion se empled
como control positivoADN extraido del cultivode
una cepa de M. tuberculosis (H,,Rv) y agua des-
tilada estéril como control negativo.

PCR-RFLP: los productos de la PCR se divi-
dieron en 2 alicuotas, quefueron utilizadas parael
andlisis de los patrones de restriccion con las
enzimas BszE 11 (New England Biolabs, Reino
Unido) y Hinf | (New England Biolabs, Reino Uni-
do). Las condiciones del andlisis de restriccion y
del resto del protocolo se llevé a cabo segin lo
descrito por Steingrube y otros.®

RESULTADOS

Despuésde 24 h deinocular €l liquido pleural
del paciente en el medio agar MacConkey no se
obtuvo ninglin crecimiento bacteriano. En el me-
dio agar sangre se observé un crecimiento de co-
lonias de 1-2 mm de didmetro, las cuales fueron
indistinguibles. A las48 h deincubacién delamues-
tra, se observaron colonias redondas, con aparien-
ciairregular, lisas, semitransparentes, brillantes,
mucoides, y unidas. Luego de 5 d deincubacién a
temperaturaambiente, las coloniasvariaron deta-
mafio (2-4 mm de didmetro) y mostraron un pig-
mento color salmén. Cuando serealizo latincion



de Gram, esta mostré cocobacilos, grampositivos
y pleomdérficos.

Losresultados delas pruebas bioquimicasrea-
lizadasal cultivo dd liquido pleural semuestran en
latabla. El andlisis en su conjunto, sugiere una
posible infeccidn por R. equi en e paciente anali-
zado. Sin embargo, un elemento esencial y confir-
matorio para demostrar la infeccién por este
microorganismo es la presenciadel factor equi, €
cual resultd negativo en lamuestraanalizada. Para
demostrar la presencia de R. equi en €l material
estudiado, se requirié de un proceder adicional, la
utilizacién de métodos molecul ares.

Tabla. Reacciones bioquimicas para la identificacion presuntiva
de R. equi.

Prueba bioguimica Reaccion
Hidrélisis esculina +
Catalasa +
Citocromo oxidasa -

Ureasa +

Factor equi

+: positivo, -: negativo

LaPCR del fragmento de 439 pb del gen que
codifica para la proteina HSP fue exitosamente
amplificadaapartir del cultivo del liquido pleural
del paciente. Este resultado no es concluyente de
infeccion por R. equi, porque solo brindainforma-
cion de que el microorganismo pertenece al orden
Actinomycetales. Sin embargo, los resultados
obtenidos demostraron la presencia de R. equi
cuando se realizo la restriccion enzimatica em-
pleando las enzimas Bs¢E Il y Hinf | a producto
de PCR. Enlamuestraanalizada se obtuvo 1 banda
amplificadade 439 pb a emplear BstE |1 y 2 bandas
310/70 pb para Hinf |; los patrones de restriccion
coincidieron con e agoritmo descrito por Steingrube
y otros.®

DISCUSION

R. equi es generalmente inactivo frente a un
conjunto importante de sustratos. Es oxidasa ne-
gativo, no fermenta carbohidratos ni alcoholes, es
no proteoliticoy no produce productos metabdlicos
&cidosapartir delaglucosa. Sinembargo, hidroliza
laesculinay escatd asapositivo.® Enloslaboratorios
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demicrobiologia, laidentificacién de un cocobacilo
grampositivo y pleomorfico puede presentar difi-
cultades, por lo queresultaimportante el diagnéstico
diferencial con bacterias difteromorfas, Bacillus,
Micrococcus eincluso con |os estreptococos, entre
otros organismos.! En ocasiones, R. equi puede
ser considerado presuntamente como un contami-
nante, microbiotao carente de significado clinico.
Por otra parte, debido a su pleomorfismoy varia-
bilidad con ciertos col orantes’ resulta necesariasu
certeraidentificacion porque puede ser confundido
COmMo Acinetobacter 0 COMO una micobacteria de
crecimiento rapido.

En la préctica médica es un verdadero reto
diagnosticar lainfeccion por R. equi, porque esta
infeccién comparte similares sintomas clinicos con
otrasenfermedades como latubercul osis pulmonar.t
Ademés, desde el punto de vistamicrobiol égico se
han detectado cepas de R. equi con ausencia del
factor equi, prueba esencial para demostrar lain-
feccién por e patdgeno.® Por otra parte, su débil
caracteristicade &cido acohol-resistenciadificulta
suidentificacion enloslaboratorios demicrobiolo-
gia.? Recientemente, métodos mol ecul ares basados
enlaPCR hanlogrado identificar R. equi con 100 %
deespecificidad, mediantelaamplificacién del frag-
mento de 459 pb del gen que codifica para la
colesterol oxidasa.’

Laamplificacion del fragmento de 439 pb del
gen que codificaparalaHSP de 65 kDadel género
Mpycobacterium 'y su posterior andlisis con endo-
nucleasas de restriccion se ha convertido en una
variante interesante para detectar patdgenos de
importanciamédicade orden Actinomycetalescon
unaprecision de 96,8 %.8 Este protocolo tiene otras
ventajas adicionales: puede brindar un resultado
confiable en un periodo de 24-48 h después de re-
cibir lamuestraen €l laboratorio; discriminacon el
mismo procedimiento micobacterias, Nocardia,
Rhodococcus 'y otras especies més de importan-
cia médica sin necesidad de la posterior secuen-
ciacion del amplicon; y puede ser instaurado en un
laboratorio de microbiologia como un protocolo
de rutina sin un costo econdémico excesivo.

En este trabgjo, la procedencia de la muestra,
el tiempo necesario para el crecimiento, asi como
lamorfologia de las coloniasy las caracteristicas
fenotipicasy bioquimicas delacepa, brindaron un
diagndstico presuntivo de infeccidn por R. equi.
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Resultados que fueron confirmados mediante €l
empleo de la PCR- RFLP del gen que codifica
parala HSP de 65 kDa.

En resumen, estetrabajo demuestralautilidad
del PCR-RFL P como herramientacomplementaria
de los métodos microbiol6gicos para detectar e
identificar patdgenos deimportanciamédica. Tam-
bién, alerta a los profesionales médicos sobre la
presencia de R. equi en muestras respiratorias de
pacientesinmunocomprometidos. Final mente, este
protocolo pudieraresultar de mucha utilidad para
conocer la verdadera incidencia de R. equi en
pacientes seropositivos al VIH en Cuba. Este tra-
bajo constituye la primera deteccion molecular en
Cuba de R. equi en paciente VIH/sida.

First molecular detection of Rhodococcus equi in a
HIV/aidspatient in Cuba

ABSTRACT

Introduction: Rhodococcus equi is recognized as an emerging
pathogen that causes important morbidity and mortality among
immunocompromised patients. Objective: to confirm the presence
of R. equi in pleural fluid through the restriction fragment length
polymorphism technique. M ethods: the pleural fluid sample from
one AIDS patient with respiratory symptoms was used.
Microbiologic culture, staining tests, phenotypic and biochemical
tests and restriction fragment length polymorphism technique
for the diagnosis of microorganism were performed. Results:
the staining technique along with the phenotypic and biochemical
tests provided the presumptive diagnosis of R. equi infection,
which was further confirmed by the molecular techniques.
Conclusions: this paper reported the molecular detection of

R. equi from one HIV/aids patient for the first time in Cuba. The
results suggested that the molecular biology techniques could be
used in the diagnosis and identification of R. equi.

Key word: Rhodococcus equi, polymerase chain reaction, aids, HIV.
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