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Mycobacterium chelonae es una especie perteneciente al grupo de micobacterias no
pigmentadas de crecimiento rapido (MCR) incluidas en el grupo IV de Runyon. Sus
primeras descripciones se remontan a 1953 en el Bergey’s Manual como una micobacteria
con caracteristicas algo diferentes a Mycobacterium fortuitum. En adelante, se incluyé
dentro del complejo M. fortuitum. Hasta hace una década se ha mantenido una clasificacion
de este grupo en donde Mycobacterium abscessus ha sido considerada una subespecie de
M. chelonae. En 1992 Kusunoki et al., basandose en estudios taxondmicos y de hibridacion
de DNA realizados entre las especies y subespecies del complejo M. fortuitum, propusieron
la separacion de M. chelonae y M. abscessus en dos especies bien diferenciadas. Mas
recientemente, se ha descrito una nueva especie, Mycobacterium mucogenicum
anteriormente conocida como “M. chelonae-like”, estableciéndose una nueva reclasificacién
de las micobacterias del complejo M. fortuitum (o complejo M. fortuitum-chelonae) en seis
especies: M. fortuitum, Mycobacterium peregrinum, M. fortuitum tercera biovariedad, M.
chelonae, M. abscessus y M. mucogenicum.

En la actualidad, M. chelonae puede diferenciarse claramente por métodos
fenotipicos, genéticos y cromatograficos de las otras especies que forman el complejo M.
fortuitum, asi como del resto de las MCR. Mycobacterium chelonae es una micobacteria
ubicua y de distribucion universal, ya que se han descrito aislamientos en humanos,
animales y fuentes de origen ambiental, en practicamente todos los continentes. Se ha
recuperado del suelo y, fundamentalmente, del agua. Su relativa resistencia a la cloracion
ha permitido aislarla en el agua de la red hospitalaria. También se ha aislado de algunos
desinfectantes comunes en el hospital, como el violeta de genciana.

En el laboratorio la identificacion de especie es importante, ya que existen mas de
40 MCR, la mayoria de escasa patogenicidad. Por el contrario, las especies englobadas en
el grupo M. fortuitum estan consideradas patdégenos humanos oportunistas. Por otro lado,
es clinicamente importante identificar correctamente estos microorganismos ya que pueden
requerir regimenes terapéuticos distintos. Ademas, existe una gran variabilidad en la tasa
de resistencias para algunos antimicrobianos entre diferentes cepas de M. chelonae o M.
abscessus. Por ultimo, se ha descrito el desarrollo de la resistencia a ciertos antibiéticos
(amikacina, claritromicina) en el transcurso de algunos tratamientos. Todo ello ha impulsado
el desarrollo de técnicas de estudio de sensibilidad antibidtica que puedan ser aplicadas en
este grupo de microorganismos. Recientemente se ha reactualizado el interés por M.
chelonae y M. abscessus por su capacidad de desarrollar epidemias y pseudoepidemias
nosocomiales y de la comunidad, vehiculizadas sobre todo por los desinfectantes, material
0 equipamiento hospitalario contaminados por estas micobacterias.

SIGNIFICACION CLINICA

Se han descrito numerosas formas clinicas que varian en la gravedad y que abarcan
desde las infecciones mas frecuentes, de piel y tejidos blandos, hasta la infeccion
diseminada y potencialmente fatal. La descripcion etioldgica en muchos estudios de estas
procesos como M. chelonae-abscessus, previa a su separacion taxonémica en diferentes
especies, hace que resulte dificil definir matices diferenciales en los cuadros o
manifestaciones clinicas entre ambas especies si bien, en general, se considera que M.
abscessus es mas patogena y el proceso infeccioso que produce cursa con mayor
respuesta inflamatoria que M. chelonae. Las infecciones en humanos producidas por M.
chelonae se pueden agrupar en:
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Infecciones localizadas. Las infecciones de piel y tejidos blandos constituyen la
patologia mas frecuente de M. chelonae. Estas infecciones pueden ser de origen
traumatico (pinchazos, laceraciones de piel, etc.), o de una herida quirurgica. Es clasica
la descripcién de la osteomielitis asociaciada a la cirugia de larga duracion (cirugia
cardiaca con esternotomia) que se ha observado mas frecuentemente en M. fortuitum.
Una entidad bien conocida es la queratitis por M. chelonae postraumatica o secundaria
a la cirugia corneal (queratotomia) de curso térpido, subagudo, dificil de diagnosticar si
no se tiene una alta sospecha, y que, a pesar de tratamiento antimicrobiano y
quirargico, tiene mal pronodstico. Otras infecciones descritas son la otitis media, artritis,
tenosinovitis, etc.

Infeccién pulmonar. M. chelonae, al igual que las otras micobacterias del grupo M.
fortuitum puede causar infeccion respiratoria de caracteristicas mas o menos similares a
Mycobacterium tuberculosis. Esta micobacteria se considera un patégeno probable y de
tipo oportunista, por lo que, para su valoracion clinica, se han de tener en cuenta los
diferentes criterios de patogenicidad que se han sefialado para las micobacterias no
tuberculosas como son: aislamiento de la micobactera en varias muestras de esputo,
cultivo abundante, cuadro clinico compatible, signos anatomopatolégicos de infeccion
compatible con micobacteriosis (infiltrado granulomatoso, a veces con la presencia de
bacilos acido alcohol resistentes) y ausencia de M. tuberculosis (criterio relativo de
exclusion patogenica en las MCR). Mycobacterium chelonae se ha asociado también
con infeccién pulmonar en enfermos con fibrosis quistica.

Infeccidn diseminada. La infeccion diseminada por M. chelonae suele manifestarse
principalmente por la presencia de abscesos cutaneos e infeccion visceral. En algunos
casos se ha descrito como una fiebre de origen desconocido sin manifestaciones
cutaneas ni otra focalidad clinicamente aparente, si bien puede haber evidencia de
afectacion de la medula 6sea. La mayoria de los enfermos tienen una enfermedad de
base predisponente a la infeccién y, en su defecto, debe de buscarse, ya que se ha
descrito la infeccidn diseminada por M. chelonae en enfermos previamente sanos que
meses después han desarrollado un proceso maligno. En los inmunocompetentes la
infeccion diseminada se ha manifestado como una linfoadenopatia crénica. En todos los
casos, sin embargo, hay que senalar que una infeccion diseminada por M. chelonae o
M. abscessus sin afectacidon cutanea es infrecuente. De estas manifestaciones cutaneas
destacan: la pustulosis generalizada, el eritema nodoso, a veces con una erupcion
maculopapular eritematoso difusa que afecta generalmente a ambas extremidades
inferiores. Las biposias de la piel suelen poner de manifiesto la presencia de bacilos
acido alcohol resistentes. Se ha descrito la participacion de M. chelonae en otro tipo de
infecciones sistémicas (meningitis, artritis, peritonitis, endocarditis, etc.).

Estos microorganismos se han relacionado con casos de infeccidn nosocomial, lo

que se ha atribuido con mas frecuencia a M. abscessus que a M. chelonae. El desarrollo
reciente de técnicas de tipificacion molecular ha permitido describir la aparicién de brotes de
infeccién nosocomial por estas micobacterias que pueden contaminar desinfectantes, agua
de didlisis, proétesis, catéteres vasculares y otros dispositivos hospitalarios. Mycobacterium
chelonae, como patdgeno oportunista, se asocia frecuentemente a enfermedades de base
debilitantes presentes sobre todo, como se ha dicho, en la infeccién diseminada. Se han
descrito infecciones en pacientes sometidos a corticoterapia crénica, inmunodepresion,
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana, neoplasias, discrasias sanguineas,
etc. Ademas, se han comunicado casos en trasplantados de médula 6sea y de dérgano
sélido (rindn, pulmoén, higado, etc.).

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS
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En el examen microscopico, estas bacterias aparecen como bacilos acido alcohol
resistentes directamente en la muestra. Hay que puntualizar que, algunas cepas, presentan
una débil afinidad con los fluorocromos, de tal forma que pueden no tefirse adecuadamente
con Auramina O, por lo que se debe realizar siempre una tincion de Zielh- Neelsen adicional
ante la sospecha de M. chelonae u otros miembros de este grupo.

Mycobacterium chelonae crece en los medios habituales de micobacterias
(Léwenstein-Jensen o agar Middlebrook) en 3-7 dias como una colonia no pigmentada. Se
detecta a las 24-48 h de la siembra en los medios de cultivo liquidos que actualmente se
recomiendan para el cultivo primario de micobacterias, como son el Bactec® 460 TB,
Bactec® MGIT 960, MB/BacT® o el ESP 1I°. Suele crecer también en los medios
bacteriolégicos habituales, como el agar sangre. Su temperatura de crecimiento idénea es a
28-30 °C, si bien es recomendable la incubacion del cultivo a 37°C, 30°C y 45°C para la
posible recuperacion de M. tuberculosis y otras micobacterias no tuberculosas que puedan
estar presentes en lesiones cutaneas, biopsias viscerales, ganglios o abscesos en cuya
etiologia pueda estar involucrada una micobacteria.

Identificacion

La identificacion puede realizarse por diferentes métodos: mediante pruebas
bioquimica, por cromatografia o, mas recientemente, por técnicas moleculares. Asi, se han
descrito numerosas pruebas bioquimicas para la separacién e identificacion de las MCR,
aunque se puede alcanzar la identificacion de M. chelonae siguiendo un esquema
simplificado (figura 1). La velocidad de crecimiento y la ausencia de pigmento selecciona el
grupo de las MCR no pigmentadas. De entre todas ellas, interesa discriminar el complejo
patdgeno M. fortuitum, que puede realizarse mediante las pruebas de crecimiento en agar
McConkey sin cristal violeta y la prueba aril-sulfatasa, que es positiva a los tres dias.
Mycobacterium chelonae, M. abscessus y M. mucogenicum se diferencian de M. fortuitum
por la ausencia de la enzima nitratorreductasa, y por su incapacidad de asimilar hierro a
partir de un medio con citrato férrico amoniacal. Hay que puntualizar que algunas cepas de
M. mucogenicum pueden dar alguna de las dos pruebas anteriores débilmente positivas
reflejando cierta heterogeneidad en esta nueva especie. Finalmente, M. chelonae puede
diferenciarse de M. abscessus mediante dos pruebas: la ausencia de crecimiento en medio
con NaCl al 5% vy la utilizacion de citrato sodico. En la tabla 1 se presentan las pruebas
fenotipicas mas caracteristicas para la identificacién de M. chelonae.

Tabla 1. Diferenciaciéon de M. chelonae de las otras especies del complejoa.

Citrato NaCl Utilizacién de

Nitratos ferrico o ) ] .
al 5% cCitrato Manitol Inositol

amoniacal
M fortuitum + + + - - -
M. peregrinum + + + - + -
M. fortuitum, biovariedad Il + + + - + +
M. abscessus - - + - - -
M chelonae - - - + . -
M. mucogenicum - - - + + -

“Las seis especies del complejo M. fortuitum-chelonae dan la prueba de la aril sulfatasa (+)
en 3 dias y crecen en agar McConkey sin cristal violeta.

Algunos laboratorios disponen de técnicas cromatograficas (capa fina, cromatografia
liquida de alta presion) que pueden ser Utiles para identificar esta micobacteria. Para ello se
analizan los perfiles de los diferentes acidos micdlicos presentes en la pared de la
micobacteria, lo que permite identificar y separar claramente M. chelonae y M. abscessus.
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En la actualidad, cobran especial relavancia las técnicas moleculares. De entre ellas,
el método PRA (PCR-RFLP Analysis), que analiza el gen hsp65, ha sido ampliamente
usado en la identificacion de la mayoria de micobacterias clinicamente relevantes y en la
separacion taxonémica rapida de las MCR. Mediante los cebadores TB11y TB12 se obtiene
un producto de amplificacion de 439 pb. Este amplificado es digerido con las enzimas Haelll
y BstEll, y los productos de restriccion, separados por electroforesis, son tefidos vy
fotografiados. Se obtienen asi unos patrones de bandas, cuyo tamafio y composicion
pueden integrarse en una base de datos. Esta técnica permite identificar y separar
correctamente especies de M. chelonae y M. abscessus en 4-5 horas a partir de pocas
colonias crecidas en medios solidos o de cultivos liquidos. Un posible inconveniente de esta
técnica puede ser la variabilidad genética de algunas cepas, que puede resultar en patrones
de bandas desconocidos 0 no publicados anteriormente.

Otros métodos moleculares de identificacion, como la amplificacion de fragmentos
especificos de especie o la secuenciacion, resultan, por el momento, poco utiles en la
mayoria de laboratorios diagnésticos. Recientemente, se ha incorporado en la identificacion
de micobacterias no tuberculosas una técnica comercial INNO-LiPA® (Line Probe Assay)
que consiste en la realizacién de una PCR sobre un fragmento especifico de genero. Los
productos de amplificacién generados se someten a una hibridacion sobre una membrana
en la que estan colocadas paralelamente sondas especificas de algunas micobacterias. Se
disponen tres bandas que corresponden a sondas de varios genotipos de M. chelonae. Las
primeras evaluaciones del método demuestran que el método es capaz de identificar
correctamente el complejo M. chelonae-abscessus. Sin embargo, y a pesar de los
genotipos incluidos de M. chelonae, no discrimina entre esta especie y M. abscessus.
Salvando estos problemas, la técnica es simple y facil de incorporar en cualquier
laboratorio.

Epidemiologia molecular

La contaminacion de desinfectantes, fibroscopios, catéteres, agua de dialisis, etc. por
MCR, y la aparicién subsiguiente de brotes de infeccion nosocomial por M. chelonae, y mas
frecuentemente por M. abscessus, ha relanzado el interés por el estudio molecular de estas
cepas. De las diferentes técnicas de epidemiologia molecular, se han utilizado con éxito en
el estudio de M. chelonae y M. abscessus los patrones electroforéticos de enzimas [MEE
(Multilocus Enzyme Electrophoresis)] y la electroforesis de campos pulsantes (PFGE). Asi,
recientemente, el empleo de las dos técnicas permitié detectar y confirmar el origen comun
de un brote de abscesos cutaneos por M. abscessus secundarios a la inoculacién de un
producto no controlado que afecto a 87 personas. Es de sefialar que se traté de un brote
comunitario que afecté a varios estados de los Estados Unidos, y con una duracion de 18
meses desde la aparicion del primer caso hasta la confirmacion de la existencia y origen del
brote.

ESTUDIO DE SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA

En las cepas clinicamente importantes de MCR, los argumentos a favor de la
realizacion de pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos son: a) los diferentes patrones
de sensibilidad observados entre M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus, b) la expresion
variable de la sensibilidad entre cepas de una determinada especie (M. chelonae), c) la
constatacion de la adquisicion de resistencia durante un tratamiento (amikacina,
claritromicina, por ejemplo), y d) el éxito en el tratamiento de algunos casos guiados por los
resultados de las pruebas de sensibilidad. Sin embargo, no existe un método
uniformemente aceptado, debido a la dificultad en la estandarizacion de las técnicas, a la
falta de reproducibilidad entre laboratorios y a la poca concordancia de algunos
antimicrobianos entre los datos de in vitro y la respuesta terapéutica. A pesar de las
dificultades mencionadas, se han desarrollado diferentes técnicas para el antibiograma de
estas micobacterias, como son el método de difusidbn en agar con discos, la técnica de
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elucién de discos en agar, o la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)
por dilucion en agar.

El método recomendado por el National Committee for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS) para el antibiograma de M. fortuitum, M. chelonae y M. abscessus en el
documento mas reciente, del afio 2000, es la microdilucidn en caldo con diluciones seriadas
a las concentraciones y antimicrobianos relacionado en la tabla 2. Se recomienda preparar
una suspension de la micobacteria a una concentracion equivalente al patron 0,5 de

McFarland, alcanzando un indculo final en el pocillo del antibiético de 5 X 109 ufc/ml. Se
incuba el panel a 30 °C y se realiza la lectura a las 72 h. Si no hay suficiente crecimiento, se
realizara la lectura diariamente hasta los 5 dias.

Tabla 2. Antimicrobianos intervalo de concentraciones y criterios de interpretacion
del NCCLS? para la técnica de microdilucién en las MCR.

Antimicrobiano Intervalo recomendado CMI (ug /ml)
(ug /ml) Sensible Intermedio  Resistente

Claritromicina 0,03-64 2 4 =8
Imipenem 1-64 4 8 216
Cefoxitina 2-256 46 32-64 2128
Amikacina 1-128 46 32 264
Sulfametoxazol 1-64 82 264
Doxiciclina 0,25-32 9 2-8 216
Tobramicina 1-16 4 8 216
Ciprofloxacino 0,125-16 9 2 24

®National Committee for Clinical Laboratory Standards. Documento M24-T2, 2000

En 1999 Woods et al. expusieron ciertas consideraciones a tener en cuenta en la
interpretacién del antibiograma para las MCR del complejo M. fortuitum:

e En M. chelonae se recomienda afiadir la tobramicina, debido a que tiene mejor margen
terapéutico que la amikacina. Una CMI a la tobramicina >4 ug/ml en M. chelonae es
infrecuente y debe ser reconfirmada, por ejemplo en un laboratorio de referencia.

e La CMI al sulfametoxazol es dificil de establecer, ya que se propone considerar sélo el
80% de inhibicién de crecimiento. No obstante, se ha observado que, practicamente,
todas las cepas de M. chelonae y M. abscessus son virtualmente resistentes, con CMI
>64ug/ml.

e La claritromicina. y el ciprofloxacino puede presentar un fenémeno de training que
dificulta establecer el punto final de la CMI.

e Con el imipenem se ha comprobado que existe poca reproducibilidad interlaboratorio.
Aunque las razones son desconocidas, algunos autores lo atribuyen a la inestabilidad
del farmaco. Se recomienda, de forma estricta, realizar la lectura a los 3 dias de
incubacion. Mycobacterium fortuitum suele estar bien crecido a los 3 dias, pero la
velocidad de crecimiento de M. chelonae o M. abscessus es mas inconstante, de forma
que no es posible realizar la lectura antes de los 4-5 dias. En esos casos, un
crecimiento tardio puede reflejar una falsa resistencia, por lo que se recomienda no
informar la sensibilidad al imipenem.

En estudios de sensibilidad realizados por la técnica de microdilucion se ha

observado que practicamente todas las cepas de M. chelonae procedentes de Estados
Unidos son sensibles a la tobramicina, mientras que M. abscessus se muestra mas sensible
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a la amikacina. La sensibilidad al imipenem varia del 40-60% entre las cepas de M.
chelonae. Para la cefoxitina y M. chelonae se citan porcentajes muy variables de
sensibilidad, entre el 0-90%. Mas del 95% de las cepas de M. chelonae son sensibles a la
claritromicina.

Las dificultades en la preparacion de los paneles de microdilucion, incluso utilizando
paneles comerciales, generan problemas de reproducibilidad entre laboratorios. Por esa
razon se han buscado técnicas mas simples de realizar que obvien, en parte, los problemas
asociados con el método de microdilucion. El sistema E-test® se ha introducido hace unos
afios como técnica de antibiograma para las MCR. Los primeros estudios presentan
resultados prometedores pero, sin embargo, se requiere de mayor experiencia acumulada,
de la que carecemos por el momento, antes de su recomendacion como método alternativo.

Por lo que se refiere al tratamiento, M. chelonae y M. abscessus son habitualmente
resistentes a los farmacos antituberculosos. En las infecciones localizadas suele asociarse
al tratamiento quirdrgico, si es posible, un antimicrobiano eficaz (claritromicina). En las
infecciones diseminadas se recomiendan las asociaciones de claritromicina y amikacina,
claritromicina y tobramicina, o amikacina e imipenem. Como se ha dicho, el interés
microbiologico en alcanzar la identificacion de especie en las micobacterias del complejo
M.fortuitum reside en el manejo terapéutico diferencial entre M. fortuitum, M. chelonae o M.
abscessus. Continuan haciéndose esfuerzos en la estandarizacion del método de
antibiograma mas adecuado para las MCR. Por otra parte, el desarrollo de técnicas de
epidemiologia molecular en la caracterizacién de cepas esta permitiendo detectar brotes de
infeccién nosocomial o comunitario por MCR que ha sido transmitidas fundamentalmente
por agua de red, desinfectantes, medicamentos e instrumentos de uso sanitario
contaminados.
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Figura 1. Esquema para la identificacion de M. chelonae y especies relacionadas.
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