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CONTROL DE CALIDAD DE MICOBACTERIAS (MB-1/04)

En el presente control se envié a los distintos laboratorios participantes una cepa de Mycobacterium gastri en
medio de Léwestein-Jensen. Habia sido aislada de una paciente de 28 afios de edad que se encontraba en dialisis
peritoneal continua ambulatoria desde hacia un afio por una insuficiencia renal crénica. Acudié al hospital por un cuadro
de dolor abdominal persistente de una semana de evolucion. Se encontraba afebril y, en la exploracion fisica, se
observé una discreta distensién abdominal con un liquido de drenaje claro y un orificio de salida del catéter normal. El
andlisis del liquido de dialisis mostr6 un aumento en el numero de linfocitos. Se obtuvieron muestras del liquido
dializado para su estudios bacteriolégicos y fungicos convencionales, que fueron negativos. Las tinciones para
micobacterias fueron también negativas pero, a los 25 dias crecieron, en el medio de Léwenstein-Jensen unas colonias
de bacilos acido-alcohol resistentes que fueron el motivo del presente control.

Se solicitd a los participantes que llevaran a cabo la identificaciéon de esta cepa, de acuerdo con las
posibilidades técnicas de cada laboratorio y, que realizaran en caso de ser procedente, las pruebas de sensibilidad,
asi como que formulasen comentarios breves que considerasen oportunos.

La cepa fue identificada como M. gastri por el laboratorio que actuo de referencia mediante las caracteristicas de
la tabla 1. Dada la similitud con Mycobacterium kansasii, la identidad fue confirmada mediante secuenciacion.

Tabla 1. Identificacion de la cepa de M. gastri segun el laboratorio que actu6 de referencia®

Caracteristica/ Prueba bioguimica Resultado  Caracteristica/ Prueba bioquimica Resultado
Crecimiento lento (>7 dias) + Niacina -
Crecimiento a 37°C + Catalasa a 68°C -
Colonias lisas (S) o rugosas (R) S/ISR/IR Catalasa semicuantitativa (<45mm) +
Fotocromogenicidad - Hidrdlisis del Tweena 80 +
Reduccién de nitratos - Tolerancia NaCl 5% (28°C) -
Arilsulfatasa (3 dias) - Crecimiento en TH2 (10 ng/ml) +
Pirazinamidasa (4 dias) - Crecimiento en McConkey sin cristal violeta -
Ureasa +

®En negrita, las pruebas clave, que ayudan a diferenciar M. gastri de M. kansasii.
ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE IDENTIFICACION

Se recibieron 71 hojas de respuesta de los 92 cuestionarios enviados, lo que supone un porcentaje de
participacion real del 77,2%, puesto que todos aportaron resultados valorables (identificacion de la cepa). Como puede
observarse en la tabla 2, todos los laboratorios encuadraron correctamente la cepa dentro del grupo de las
micobacterias. Dado el nivel de dificultad, se alcanzé un porcentaje de acierto aceptable, si consideramos que el 47,9%
de los participantes realizo la identificacion correcta de especie, informandola como M. gastri. También cabe destacar el
considerable porcentaje de participantes que identificé la cepa como M. kansasii (15,5%). Esto queda explicado si
tenemos en cuenta lo cercanas que son ambas especies, incluso en sus caracteristicas genotipicas y el hecho de que la
técnica de hibridacion inversa INNOLIPA las identifica en conjunto como M. kansasii grupo 3 (incluye M.kansasii lll, IV,
V, M.gastri). En cuanto al resto, aportan resultados muy diversos, algunos considerados aceptables por parte del
Control, incluidos los que hacen una aproximacion genérica. Sin embargo, en otras ocasiones, la identificacion de
especies informada se aparta de lo considerado como aceptable por parte del Programa.

Tabla 2. Resultados de la identificacion de la cepa.

Identificacion Numero %
Mycobacterium gastri 34 47,9
Mycobacterium kansasii 10 14,1
Mycobacterium (no M.tuberculosis) 6 8,5
Género Mycobacterium 5 71
Micobacteria atipica 2 2,8
Complejo M.fortuitum/chelonae 2 2,8
Mycobacterium fortuitum 2 2,8
Micobacteria no cromdgena de crecimiento lento 2 2,8
Mycobacterium avium complex 1 1,4
Micobacteria de crecimiento rapido 1 1,4
Mycobacterium genavense 1 14
Mycobacterium mucogenicum 1 14
Mycobacterium smegmatis 1 14
Mycobacterium triviale 1 1,4
Mycobacterium xenopi 1 14
Mycobacterium kansasii grupo 3 1 14
Total 71 100,0




‘ & lidad
S EIMC

En cuanto a los métodos utilizados para la identificacion, de los 71 centros que enviaron hoja de respuesta,
fueron ocho los participantes (11,3%) que no aportaron informacién al respecto; cinco de ellos identificaron la cepa
como M. gastri y afirmaron haber recurrido a un laboratorio externo de referencia, mientras que los otros tres llevaron a
cabo una identificacién genérica. EIl método mayoritariamente empleado fue la utilizacion de pruebas bioquimicas,
usadas como Unica técnica de identificacién por 14 participantes (19,7%), mientras que 24 centros (33,8%) la utilizaron
en combinacién con métodos moleculares (sonda, hibridacion inversa, secuenciacion, etc.) y siete (9,9%) teniendo en
cuenta las caracteristicas morfo-culturales.

Las sondas de acidos nucleicos comerciales fueron empleadas por 16 laboratorios (22,5%); en ocho de ellos
(11,3%) de forma aislada, en cinco centros junto a las pruebas bioquimicas clasicas (7,0%) y en uno (1,4%) junto con
técnicas de hibridacion inversa; ademas, hubo dos laboratorios (2,8%) que combinaron las sondas con pruebas
bioquimicas y de hibridacién inversa. En tercer lugar, cabe destacar las pruebas de hibridacion inversa y otros métodos
moleculares. En cualquier caso, no se puede decir que exista una correlacion definitiva entre el tipo de método
empleado y la identificaciéon correcta de la cepa, aunque parece que el porcentaje de acierto en la identificaciéon fue
mayor cuando las técnicas basicas (bioquimica, caracteristicas morfologicas y culturales) se usaron como complemento
de métodos moleculares especificos, pues la especie que nos ocupa presentaba una cierta dificultad, ya que la sonda
de DNA de Gen-Probe era negativa (resultado aportado por el laboratorio de referencia) a pesar de su cercania con
M.kansasii (lo que puede objetivarse al hacer la secuenciacion). Los datos correspondientes al método empleado en la
identificacion quedan reflejados en la tabla 3.

Tabla 3. Métodos utilizados para la identificacion.

Identificacion NUmero %
Pruebas bioquimicas 14 19,7
Sonda 8 11,3
No informa 11,3

Pruebas bioquimicas + hibridacion inversa

Pruebas bioquimicas + caracteristicas morfo-culturales
Pruebas bioquimicas + sonda

Pruebas bioquimicas + PCR-RFLP

Hibridacién inversa

Pruebas bioquimicas + PCR-RFLP + secuenciacion 2,8
Pruebas bioquimicas + sonda + hibridacion 2,8
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Pruebas bioquimicas + PCR-RFLP + cromatografia 14
Caracteristicas morfo-culturales 1,4
Genotipado 1,4
Métodos moleculares 1,4
Secuenciacion 1,4
Sonda + hibridacion inversa 14
Tincién de Ziehl-Neelsen 1,4
Total 7 100,0

Por lo que respecta a las marcas comerciales empleadas, existe una logica correlacion con las técnicas
utilizadas en la identificacién de la cepa. Llama la atencién el elevado numero de participantes que no aportan
informacion a este respecto (42,3%) y que podria corresponderse en parte con aquellos centros que emplean métodos
moleculares no comerciales. Por otro lado, también un nimero considerable de laboratorios (32,4%) no aporta marca
establecida, correspondiéndose, en este caso, con los que emplean técnicas manuales. Como se puede observar en la
tabla 4, tan sélo son cinco centros (31,3%) de los 16 laboratorios que dicen emplear una sonda de acidos nucleicos en
la identificacion de la cepa, los que informan la marca Accuprobeé /Gen-Probe. Por otro lado, los 15 participantes que
informan la hibridacion inversa como método indican que el equipo comercial es el de INNOLiIPAA (Innogenetics).

Tabla 4. Sistemas comerciales utilizados en la identificacion.

Equipo comercial Nimero %

No informa 30 423
Manual 23 32,4
INNOLIPA (Innogenetics) 13 18,3
Accu-probe/Gen-probe (bioMérieux) 3 4,2
Gen-probe (bioMérieux) + INNOLIPA 2 2,8
Total 71 100,0

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

El estudio de sensibilidad a los antibiéticos fue realizado por 24 (33,8%) de los 71 centros que identificaron la
cepa. De ellos, tres participantes (12,5%) no aportaron datos sobre el método ni marca comercial empleados. De los
gue si informaron acerca de la técnica usada en la realizacion del antibiograma, cabe destacar los 10 centros (41,6%)
que emplearon un método de dilucion en medio liquido que, en todos los casos, se llevé a cabo con equipos
comerciales automatizados. En segundo lugar, destacan las tiras de E-test,d que fueron empleadas por cinco
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participantes (20,8%) y en tercer lugar hay que mencionar los cuatro centros (16,7%) que emplearon el método de las
proporciones. Todos estos datos estan resumidos en la tabla 5. Cabe sefialar, que hay un laboratorio que refiere haber
empleado dos métodos de estudio de sensibilidad segun el antibiético probado: tiras E-testa y disco-placa.

Tabla 5. Métodos empleados en los estudios de
sensibilidad.

Método NUmero %
Dilucién en medio liquido 10 41,6
E-testa 5 20,8
Método de las proporciones 4 16,7
Disco-placa 1 4,2
Disco-placa + E-testa 1 4,2
No informa 3 12,5
Total 24 100,0

En cuanto a las marcas comerciales empleadas, y como se deduce del analisis de métodos, destacan en primer
lugar los equipos comerciales automatizados de Becton-Dickinson, MGITa 960 y Bacteca 460, que son utilizados por
seis participantes (25,0%). Otros métodos comerciales de dilucién en medio liquido, como ESPa Culture System (Trek)
y MB/Bactd son empleados por tres laboratorios. Como se puede observar en la tabla 6, no se aportan otros datos
especialmente interesantes, aunque cabe destacar que un porcentaje elevado de centros (25,0%) no informé de la
marca comercial empleada.

Tabla 6. Marcas comerciales empleadas en el estudio de sensibilidad.

Marca Nimero %
Bacteca MGIT 960 (Becton-Dickinson) 4 16,7
ESP& Culture System Il (Trek) 3 12,5
lzasa 3 12,5
AB Biodisk 2 8,3
Bacteca 460 TB (Becton-Dickinson) 2 8,3
Biomedics 2 8,3
bioMérieux 1 42
MB/Bacta (bioMeriéux) 1 4,2
No informa 6 25,0
Total 24 100,0

Por lo que respecta a los antibidticos estudiados, en la tabla 7 se muestra los resultados de sensibilidad para los
tuberculostaticos de primera linea, aportados por el laboratorio que actué como centro de referencia, segun el cual, la
cepa era sensible arifampicina, isoniacida, etambutol y estreptomicina pero resistente a pirazinamida.

Tabla 7. Sensibilidad de la cepa segun el
laboratorio de referencia.

Antibidtico Interpretacion CMI
Rifampicina S 1
Isoniacida S 1
Etambutol S 5
Estreptomicina S 6
Pirazinamida R 100

Entre los datos aportados por los participantes, destaca la amplia variedad de antibiéticos estudiados, lo que en
parte se puede explicar por la falta de un criterio claro a la hora de elegir los farmacos ideales, como ocurre con otras
micobacterias atipicas, maxime cuando la patogenicidad de la cepa objeto del estudio ha sido escasamente
documentada. De hecho, y como se detallard mas adelante, son varios los participantes que en sus comentarios
remarcan que no procede en este caso la realizacion de antibiograma. De todos modos, son los tuberculostaticos
clasicos, junto con la claritromicina, amikacina, acido paraaminosalicilico y ciprofloxacino, las drogas mayoritariamente
ensayadas.

La rifampicina es estudiada por 23 (95,8%) de los 24 participantes que realizaron estudio de sensibilidad; de ellos
22 (95,7%) informaron la cepa sensible, coincidiendo con el laboratorio de referencia y tan sélo un centro emitié un
resultado discrepante. Sin embargo, con la isoniacida se obtuvieron resultados dispares, si se tiene en cuenta que, de
los 22 centros que la estudiaron esta droga, sélo seis (27,3%) aportaron un resultado coincidente con el laboratorio de
referencia.

La sensibilidad al etambutol y a la estreptomicina fue estudiada por 21 y 20 participantes, respectivamente,
obteniéndose resultados mayoritariamente coincidentes con el de referencia, del mismo modo que ocurrié con la
pirazinamida que fue estudiada por diez centros. El resto de los datos quedan reflejados en la tabla 8.



Tabla 8. Distribucion de los resultados de sensibilidad.

Antibiético Sensible Resistente Intermedio Total
Rifampicina 22 1 - 23
Isoniacida 6 16 - 22
Etambutol 18 2 1 21
Estreptomicina 17 3 - 20
Pirazinamida 1 9 - 10
Etionamida 8 - - 8
Claritromicina 5 - 1 6
PAS 3 2 - 5
Amikacina 5 - - 5
Ciprofloxacino 4 1 - 5
Levofloxacino 4 - - 4
Linezolid 3 - - 3
Cotrimoxazol 3 - - 3
Cicloserina 3 - - 3
Imipenem 2 1 - 3
Lincosamidas 3 - - 3
Cefoxitina 2 - - 2
Eritromicina 1 1 - 2
Kanamicina 2 - - 2
Ofloxacino 2 - - 2
Moxifloxacino 1 - - 1
Capreomicina 1 - - 1
Doxiciclina 1 - - 1
Tobramicina 1 - - 1
Azitromicina 1 - - 1

USO DE LABORATORIO EXTERNO

De los 71 centros que llevaron a cabo la identificacion de la cepa, 51 (71,8%) afirmaron no haber utilizado un
laboratorio externo de referencia, cinco (7,0%) no informaron sobre tal cuestién y 15 centros (21,1%) indicaron que si lo
habian utilizado, siete de ellos (9,9%) de forma parcial. A la vista de los resultados obtenidos en el andlisis de los datos,
podemos concluir que la mayoria de los laboratorios que participan en el Control de Calidad disponen de los recursos
técnicos necesarios para realizar un estudio, por lo menos preliminar de las cepas demicobacterias.

Es necesario resaltar aqui que llegar a la identificacion de la especie M. gastri era un objetivo de alto nivel de
calidad, dado la rareza del aislamiento, la controvertida patogenicidad de la especie (con solo tres casos claramente
documentados) y la dificultad de su diferenciacion con especies mas frecuentes como M. kansasii y M. malmoense. Aln
asi, un porcentaje considerable de participantes (47,9%) consigui6 la identificacion éptima.

COMENTARIOS DE LOS PARTICIPANTES

Un total de 39 centros (54,9%) hacen algin comentario sobre la cepa remitida por el Control de Calidad, su
tratamiento o aspectos clinicos del caso. Una buena parte de ellos tiene que ver con la significaciéon clinica de la
microbacteria remitida. Asi, hay cuatros centros que afirman que se trata de una micobacteria no patégena
habitualmente, un laboratorio comenta que produce manifestaciones clinicas eninmunodeprimidos, dos informan que se
trata de una micobacteria que puede producir peritonitis en pacientes sometidos a dialisis peritoneal y un participante
comenta que son necesarios varios aislamientos repetidos para considerar a la cepa como causante del cuadro clinico.
Un laboratorio, que no llega al nivel de especie, afirma que esto es necesario para conocer el significado clinico de la
muestra y finalmente, hay un participante que sefiala que las manifestaciones clinicas orientarian hacia M. kansasii aun
cuando la identificacién de laboratorio es de M. gastri.

En cuanto al tratamiento, son dos los centros que comentan algo al respecto; coinciden en recomendar una
terapia combinada, que incluye rifampicinay etambutol, segin uno de ellos, y rifampicina, etambutol e isoniacida
durante un afio, segun el otro.

Por lo que respecta a la conveniencia o no de realizar un antibiograma, son siete los centros que afirman en sus
comentarios que no procede, y cuatro los que comentan que no lo realizan pues no existe un antibiograma normalizado.
Ademas, un participante aludié a la falta de tiempo para realizar el estudio de sensibilidad. Finalmente cabe comentar
que tres participantes informaron que, en el caso de que se tratara de una muestra real remitida a su laboratorio, se
enviaria al laboratorio de referencia para que se realizara el estudio de sensibilidad y seis participantes lo harian para
obtener una identificacion definitiva o para su confirmacion. Desde el Control de Calidad se insiste en la conveniencia de
que se realicen todos los pasos que se seguirian con una muestra convencional, con el fin de que el andlisis de los
datos aportados por los participantes se ajuste lo maximo posible a la realidad.



