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Evaluación de la capacidad invasiva de las micobacterias
no pigmentadas de crecimiento rápido mediante el estudio
de la morfología de las microcolonias en fibroblastos
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Assessment of the invasiveness of rapidly-growing
nonpigmented mycobacteria with the fibroblast
microcolony assay

OBJECTIVE. The invasive capacity of rapidly-growing
nonpigmented mycobacteria strains was evaluated by
means of a fibroblast microcolony assay and related to the
colony phenotype on Middlebrook 7H11 and to the clinical
significance of the isolates.
METHODS. Twenty-nine strains [Mycobacterium chelonae
(8), M. fortuitum (6), M. peregrinum (5), M. abscessus (5),
M. mucogenicum (4) and M. septicum (1)], proceeding
from a bacterial collection and clinical isolates, were
evaluated. The smooth or rough phenotype of the colonies
was assessed in Middlebrook 7H11 medium. Intracellular
invasiveness was determined by the
fibroblast-microcolony assay described by Shepard.
Quantitative culture characteristics were compared with
Student’s t-test, and qualitative characteristics with
Fisher’s exact test.
RESULTS. No significant differences were found between
colonies with different phenotypes or strains having a
different clinical significance, except for two strains of
Mycobacterium chelonae isolated from cases of
catheter-related bacteremia, which showed elongated
microcolonies. M. fortuitum and M. peregrinum strains
showed larger microcolonies than M. chelonae,
M. abscessus and M. mucogenicum, and displayed a fluffy
appearance, while the latter two strains showed rounded
colonies.
CONCLUSION. Very few strains of mycobacteria had invasive
capacity and the majority of strains isolated from human
infections do not show this characteristic; hence this trait
is not essential for mycobacteria to cause infection in
humans.
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Introducción

Las micobacterias atípicas causan diversos tipos de en-
fermedades tanto en pacientes inmunodeprimidos como
inmunocompetentes. Entre este grupo de organismos, las

OBJETIVOS. Se evaluó la capacidad invasiva de aislamientos
clínicos y de colección de varias especies de micobacterias
no pigmentadas de crecimiento rápido mediante el análisis
de las microcolonias en cultivo de fibroblastos diploides
humanos, y se comparó la misma con el fenotipo de
colonias en medio de Middlebrook 7H11 y con el
significado clínico de los aislamientos.
MÉTODOS. Se analizaron 29 cepas de: Mycobacterium
chelonae (8), M. fortuitum (6), M. peregrinum (5),
M. abscessus (5), M. mucogenicum (4) y M. septicum (1),
tanto clínicamente significativas como de colección. Se
evaluó el fenotipo liso o rugoso de las colonias en
Middlebrook 7H11. Se evaluó la capacidad de invasión
intracelular mediante el ensayo de microcolonias en
fibroblastos descrito por Shepard. Las características
cuantitativas se compararon con el test de la t de Student
y las características cualitativas con el test exacto de Fisher.
RESULTADOS. No se encontraron diferencias significativas
entre colonias de fenotipos distintos o cepas con
diferentes significados clínicos, excepto en dos
aislamientos de M. chelonae de bacteriemia relacionados
con catéteres, que presentaron microcolonias alargadas en
el cultivo celular. Las cepas de M. fortuitum y
M. peregrinum presentaron microcolonias más grandes y
de apariencia desflecada, mientras que las de M. chelonae,
M. abscessus o M. mucogenicum, presentaron unas
colonias más pequeñas y de apariencia redondeada.
CONCLUSIÓN. La capacidad invasiva está presente solamente
en unas pocas cepas de micobacterias, y esta característica
no aparece en la mayoría de las cepas aisladas de
infecciones en humanos y en ninguna de las que no fueron
clínicamente significativas, por lo que no sería una
característica esencial para que los diversos aislamientos
sean causa de enfermedad en humanos.
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micobacterias no pigmentadas de crecimiento rápido
(MNPCR) se encuentran entre las especies aisladas con
más frecuencia en el laboratorio. Además, son la causa de
varios síndromes tales como infecciones en heridas y teji-
dos blandos, tracto respiratorio, infecciones osteoarticula-
res y bacteriemias relacionadas con el uso de catéteres1.
Muchas de estas infecciones están relacionadas con la pre-
sencia de cuerpos extraños. Las especies pertenecientes a
este grupo asociadas a infecciones con mayor frecuencia
son Mycobacterium abscessus, M. chelonae y M. fortuitum,
aunque en muchos casos estas bacterias pueden aislarse
en muestras sin poseer ningún significado clínico. M. pere-
grinum y M. mucogenicum se aíslan, en la mayoría de las
ocasiones, como colonizadoras o contaminantes más que
como verdaderos patógenos, aunque en algunos casos sí
pueden ser consideradas como la causa de la infección1,2.

A pesar de la importancia de estas bacterias como pató-
genos humanos, hay muy pocos estudios que hayan inves-
tigado la presencia de factores de patogenicidad en las
mismas3,5. Uno de estos estudios no sólo mostraba las di-
ferentes características fenotípicas entre cepas patógenas
y no patógenas de M. abscessus, sino, además, diferencias
en la capacidad de invasión intracelular utilizando un mo-
delo de infección en ratón y otro modelo de estudio de mi-
crocolonias en fibroblastos5. Con el fin de evaluar la capa-
cidad de invasión de diversas especies micobacterias no
pigmentadas de crecimiento rápido, hemos utilizado el
modelo de estudio de microcolonias de fibroblastos con ce-
pas de 5 especies, procedentes tanto de muestras clínicas
como de colección, y hemos correlacionado los resultados
de este estudio con el fenotipo de los aislamientos y con su
significado clínico en humanos, para evaluar la frecuen-
cia de la presencia de la capacidad invasiva de las cepas,
su relación con el fenotipo de las colonias, y su posible im-
plicación en la producción de enfermedad clínica en los
mismos.

Material y métodos

Cepas de micobacterias
Se emplearon las cepas de colección M. chelonae ATCC 35752,

M. fortuitum ATCC 6841, M. peregrinum ATCC 14467, M. abscessus

DSMZ 44196, M. mucogenicum DSMZ 44124 y M. septicum ATCC

700731. Se estudiaron aislamientos clínicos de las siguientes especies:

M. abscessus (4 cepas) y M. chelonae (7 cepas), M. fortuitum (5 cepas),

M. peregrinum (4 cepas), y M. mucogenicum (3 cepas). Se seleccionó

un único aislamiento de cada paciente. La identificación de las espe-

cies se desarrolló utilizando tanto pruebas bioquímicas habituales

como PCR-RFLP del gen hsp65 de acuerdo con el protocolo de Telenti

et al modificado6. Las cepas fueron congeladas a –70 °C después de

su primera identificación hasta que el estudio fue realizado. El signi-

ficado clínico de las cepas se estimó en función de las características

clínicas de los pacientes y la evaluación se desarrolló de acuerdo a los

criterios habituales utilizados7. Mucho de estos casos han sido publi-

cados con anterioridad8-10.

Suero
El suero fue obtenido de pacientes sin enfermedad tuberculosa, con-

gelado y almacenado a –20 °C.

Medios de cultivo
Se usó agar Middlebrook 7H11 sin antibióticos (BD, Franklin La-

kes, EE.UU.) para el cultivo de especies de micobacterias. En los cul-

tivos tisulares se emplearon los medios de Iscove (Sigma, St. Louis,

EE.UU.) y el Medio Esencial Mínimo modificado de Eagle (EMEM)

(ICN-Flow, High Wycombe, Gran Bretaña).

Inóculo de micobacterias
Las micobacterias se inocularon en placas de agar Middlebrook y se

incubaron a 30 °C durante 7 días. Las bacterias se suspendieron en-

tonces en medio de Iscove-Suero humano (50%), se agitaron en el vór-

tex con perlas de vidrio estériles durante 30 s y se sonicaron a baja po-

tencia (sonicador Bandelin Sonorex TK 52, Bandelin Electronic,

Berlín, Alemania) durante 5 min. Posteriormente, las bacterias fueron

preopsonizadas en el suero humano de Iscove (50%) a 37 °C durante

30 min. Después de 15 min de sedimentación, se realizó una dilución

equivalente al 0,5 de turbidez en la escala de MacFarland en PBS es-

téril. Finalmente, se realizaron ocho diluciones seriadas 1:10 en medio

de Iscove para contar las bacterias viables mediante incubación de

100 �l de dichas suspensiones en medio de Middlebrook 7H11 incu-

bado 3 días a 30 °C.

Ensayo de microcolonias de micobacterias

en fibroblastos
Se empleó el ensayo de microcolonias en fibroblastos, anteriormen-

te descrito5, con algunas modificaciones mínimas. Se prepararon mo-

nocapas de fibroblastos en placas de 6 × 4 pocillos descritas con ante-

rioridad11. Cuando las monocapas de fibroblastos fueron confluentes

(a los 7 días), los pocillos se lavaron tres veces con el medio de Iscove

y se añadió finalmente este mismo medio para un período de equi-

librado de 24 h. Posteriormente, los pocillos se inocularon con varias

concentraciones de las cepas (104, 103, 102 y 10 unidades formadoras

de colonias). Después de una hora de incubación a 37 °C en atmósfera

de 5% de CO2 y 95% de aire, las monocapas se lavaron tres veces con

el medio de Iscove a 37 °C; se añadió 1 ml por pocillo de EMEM con

agar a 50-52 °C, cubriendo la monocapa y se esperó a que se solidifi-

case a temperatura ambiente. Posteriormente, las placas se incubaron

en una estufa a 37 °C y en atmósfera de 5% de CO2. Las colonias se

examinaron visualmente, en intervalos diarios. El cuarto día de incu-

bación se inspeccionó la morfología de las microcolonias, momento en

el que se tomaron fotografías con el microscopio con el objetivo de

20 y de 10 aumentos. Las microcolonias se fijaron entonces añadien-

do 2,0 ml de PBS 80%-formaldehído 20% a cada pocillo, durante 24 h,

seguido de la eliminación del agar por aspiración. Posteriormente, se

realizó una tinción de Ziehl-Neelsen. Utilizando fotografías en color de

10 × 15 cm, se midió el diámetro de las microcolonias individuales en

las dimensiones más larga y más corta con un calibre electrónico y, a

continuación, se corrigió al tamaño real en milímetros.

Análisis estadístico
Las características cuantitativas del cultivo, tales como la longitud,

la anchura y la relación entre éstas, obtenidas de los aislamientos no

significativos, se compararon con las obtenidas de las cepas significa-

tivas y presuntamente virulentas utilizando la prueba de la t de Stu-

dent. Previamente, la distribución normal de las medidas fue corro-

borada utilizando el test no paramétrico de Kolmogorov-Smirnoff.

Para las características cualitativas, se empleó el test exacto de Fis-

her. Los mismos estudios se repitieron utilizando una clasificación

dicotómica de especies, tanto en M. peregrinum-M. fortuitum como

M. chelonae-M. abscessus-M. mucogenicum, como una variable de

clasificación.

Con el fin de conocer si pudiera ser factible predecir la significa-

ción clínica de una cepa (y por ello su virulencia) a partir de las carac-

terísticas de cultivables obtenidas en un cultivo celular, se construyó

un modelo de regresión logística.

Resultados

Primero, se aplicó el modelo de microcolonias en las ce-
pas de la colección, con el fin de evaluar la rapidez de la
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detección de las mismas. Con esta prueba, se detectó el
crecimiento de M. fortuitum ATCC 6841 y M. peregrinum
ATCC 14467 después de 24 h de incubación. Las microco-
lonias de M. mucogenicum DSMZ 44124 se detectaron des-
pués de 48 h, y las otras especies sólo se pudieron detec-
tar después de 72 h de incubación. Todas las especies
crecieron perfectamente y fueron claramente visibles tras
96 h de incubación, de manera que se seleccionaron estos
tiempos para las lecturas en los siguientes experimentos.

En el siguiente experimento, los aislamientos clínicos
se estudiaron junto con las cepas de colección. Las especies
y su significado clínico se muestran en la tabla 1. Así,
11 cepas fueron consideradas como causa de infección hu-
mana, mientras que 10 se consideraron colonizadoras o
contaminantes. Los aislamientos significativos fueron
M. abscessus (2 cepas), M. chelonae (5 cepas), M. fortuitum
(3 cepas) y M. peregrinum (1 cepa). Ninguna de las cepas
de M. mucogenicum se consideró causa de infección en las
series realizadas. La medida de las microcolonias oscilaba
entre 0,0601 y 0,2044 mm de ancho, y 0,0808 y 0,3004 mm
de longitud. Las colonias de M. fortuitum y M. peregri-
num mostraron una forma redondeada con bordes desfle-
cados, mientras que las colonias de otras especies tenían

más claramente definido el contorno (fig. 1). Si las especies
de micobacterias fueran repartidas en dos grupos, de ma-
nera que el grupo de M. fortuitum incluyese las especies
de M. fortuitum y M. peregrinum, y el grupo de M. chelo-
nae incluyera a M. chelonae, M. abscessus y M. mucoge-
nicum, las características del cultivo serían notablemente
diferentes entre estos dos grupos. Sólo dos cepas de
M. chelonae, ambas procedentes de hemocultivos, mostra-
ron microcolonias con alargamiento, como se ha descrito
previamente para las cepas con capacidad de invasión in-
tracelular5, mientras que el resto de aislamientos mostra-
ron colonias redondeadas, con diferentes tamaños y rela-
ciones entre el ancho y la longitud de las mismas. Un
análisis microscópico a 100 aumentos de las colonias alar-
gadas mostró que los fibroblastos se encontraban invadi-
dos por las micobacterias en la proximidad de las colonias,
pero no en las otras cepas.

Se diseñó un modelo de regresión logística con el propó-
sito de diferenciar las cepas patógenas de las no patóge-
nas, empleando las variables categóricas y numéricas es-
tudiadas anteriormente, pero éstas no mostraron utilidad,
permitiéndonos predecir correctamente sólo el 62% de las
cepas en el modelo.
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TABLA 1. Características de las cepas incluidas en el estudio

Cepa Especie Significado clínico Morfologíac Microcoloniasd

DSMZ 44196 M. abscessus NAa L Redondeadas

ATCC 35752 M. chelonae NAa L Redondeadas

ATCC 6841 M. fortuitum NAa L Redondeadas

ATCC 14467 M. peregrinum NAa L Redondeadas

DSMZ 44124 M. mucogenicum NAa R Redondeadas

ATCC 700731 M. septicum NAa L Redondeadas

FJD5 A M. chelonae Infección de piel y partes blandas L Redondeadas

FJD69 M. fortuitum Infección de piel y partes blandas R Redondeadas

FJD85 M. fortuitum Infección de piel y partes blandas L Redondeadas

FJD133 M. abscessus Desconocidob L Redondeadas

FJD83 M. chelonae No L Redondeadas

FJD64 M. abscessus Infección de piel y partes blandas L Redondeadas

FJD95 M. abscessus Desconocidob L Redondeadas

FJD191 M. fortuitum No L Redondeadas

FJD193 M. abscessus Osteomielitis L Redondeadas

FJD18 M. mucogenicum No L Redondeadas

FJD51 M. chelonae Infección de piel y partes blandas L Redondeadas

FJD176 M. chelonae Bacteriemia relacionada con catéter L Alargadas

FJD10 M. peregrinum Infección urinaria L Redondeadas

FJD155 M. mucogenicum No R Redondeadas

FJD26 M. peregrinum No R Redondeadas

FJD48 M. peregrinum No L Redondeadas

FJD53 M. peregrinum No R Redondeadas

FJD206 M. fortuitum No R Redondeadas

FJD25 M. chelonae Bacteriemia relacionada con catéter R Alargadas

FJD24 M. fortuitum Infección de piel y partes blandas R Redondeadas

FJD187 M. mucogenicum No L Redondeadas

FJD82 M. chelonae No L Redondeadas

FJD5 M. chelonae Osteomielitis L Redondeadas

aNo aplicable.
bCepas suministradas por el Centro Nacional de Microbiología. No hay datos clínicos disponibles.
cFenotipo de las colonias en Middlebrook/H11. R: rugosas; L: lisas.
dMorfología de las microcolonias en el cultivo en fibroblastos diploides humanos.



Discusión

El papel de las micobacterias de crecimiento rápido como
patógenos humanos ha sido reconocido desde hace déca-
das1,2,7,12, y existe una amplia evidencia epidemiológica so-
bre el posible papel de diversos factores de riesgo en rela-
ción con la capacidad de estos organismos de producir
patología en humanos. El hecho de que muchas infecciones
humanas causadas por estas micobacterias estén asocia-
das con la presencia de cuerpos extraños, como catéteres,
hilos de suturas o prótesis2, por ejemplo, sugiere que la
adherencia a estas superficies podría representar un pa-
pel esencial en el desarrollo de una enfermedad humana
causada por micobacterias no pigmentadas de crecimiento
rápido. Sin embargo, existen muy pocos estudios in vitro
dedicados a descubrir los mecanismos específicos de pato-
genicidad de estas bacterias. Uno de estos estudios descri-
be la actividad hemolítica de estas especies y sugiere un
potencial patogénico para estas enzimas4, aunque poste-
riormente no se han publicado nuevos artículos al respecto.

Por otro lado, la capacidad de penetración y de supervi-
vencia intracelular de las micobacterias han sido amplia-
mente estudiados como factores de patogenicidad de las
micobacterias, en especial M. tuberculosis. Para este fin,
se han utilizado ampliamente diversos modelos de cultivos
celulares13. Entre éstos, en algunos casos se ha descrito el
crecimiento de diversas especies de micobacterias en lí-
neas celulares empleadas para el cultivo viral a partir de
muestras clínicas14,15, mientras que otros son modelos in
vitro diseñados específicamente para estudiar diferentes
aspectos de las enfermedades y evaluar su posible trata-
miento3,5,11,16-30. Entre estos últimos, dos de ellos describen
la utilidad de un modelo de evaluación de la morfología de
las microcolonias obtenidas tras crecimiento de la mico-
bacteria en monocapa de fibroblastos diploides humanos
para determinar el potencial patogénico de M. tuberculo-
sis11 y M. abscessus5. Estos estudios demostraron que, en
ambos casos, la presencia de microcolonias alargadas se
asociaba con un mayor potencial patogénico de las cepas
debido a que dicha morfología evidenciaba la capacidad
de la bacteria para la invasión de las células, mientras que
las cepas con menor poder patógeno daban lugar a colo-
nias redondeadas. En el trabajo desarrollado con dos cepas
de M. abscessus, los autores describen, así mismo, como

característica de las cepas patógenas la presencia de un fe-
notipo de colonias rugosas en medio de cultivo convencio-
nal con base de agar, mientras que la cepa que presenta-
ba un fenotipo de colonias lisas no mostraba potencial
patogénico. En ambos casos, dicho potencial se evaluó es-
pecíficamente para ambas cepas en un modelo experimen-
tal de infección en animales5. Nuestro estudio ha intenta-
do, en primer lugar, evaluar la presencia de un fenotipo de
colonia de morfología rugosa o lisa en relación con el signi-
ficado clínico de la cepa aislada tras realizar una revisión
exhaustiva de la historia clínica del paciente. En nuestro
caso, tanto las colonias rugosas como las lisas aparecieron
en los grupos de micobacterias tanto significativos como
no significativos, por lo que dicha característica no parece
asociarse con la capacidad de producir infección en huma-
nos. Así mismo, se estudió posteriormente la capacidad
de invasión intracelular en relación con el significado clí-
nico de los aislamientos anteriormente citados. Entre las
cepas que mostraron microcolonias alargadas en el mode-
lo de fibroblastos, una de ellas mostró el fenotipo de colo-
nias rugosas, pero la otra tuvo una colonia lisa, por lo que
parece que el fenotipo de colonia no es una cualidad
que pueda asociarse con el potencial invasivo de las ce-
pas. Curiosamente, ambas cepas se aislaron en hemoculti-
vos de 2 casos de bacteriemia, y representan las dos infec-
ciones más graves en nuestra serie, por lo que podría
especularse que la capacidad de invasión intracelular es-
taría relacionada con cuadros de infección especialmente
graves. Sin embargo, a pesar del pequeño número de cepas
estudiadas, la mayoría de las cepas clínicamente significa-
tivas no presentaban microcolonias alargadas, por lo que
esta característica no parece estar directamente relacio-
nada con la capacidad de producir infección en humanos.

En conclusión, de acuerdo con nuestros resultados, ni el
fenotipo de la colonia en medio Middlebrook 7H11 ni la ca-
pacidad de penetración intracelular estudiada mediante la
morfología de las microcolonias en un modelo de cultivo en
monocapa de fibroblastos se asocian significativamente
con la capacidad de producir infección en humanos, estu-
diada mediante un exhaustivo análisis de las historias
clínicas de los pacientes. En el futuro deberían desarro-
llarse otros estudios para confirmar nuestros datos, debi-
do al pequeño número de cepas estudiado, y para esta-
blecer la presencia de los diferentes determinantes de
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Figura 1. Apariencia microscópica de las microcolonias. A) Colonia desflecada característica del grupo Mycobacterium fortuitum. Cepa FJD24. B) Colonia re-
dondeada característica del grupo Mycobacterium chelonae. Cepa FJD133. Aumento ×20. C) Microcolonias alargadas, cepa FJD176. D) Microcolonias alargadas,
cepa FJD25. Aumento ×10.

A B C D



patogenicidad en estas especies y la relación de éstos con
la capacidad de producir infección humana.
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