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Actualmente se conocen mas de 80 especies del género Mycobacterium, que es el
unico género de la familia Mycobacteriaceae. Este género tiene un elevado contenido en
G+C (62-70%) similar a otros géneros productores de acidos micdlicos. Las especies de
este género pueden clasificarse en funcion del tiempo de crecimiento, considerandose de
crecimiento lento si tardan en crecer mas de 7 dias en medio sélido.

Son bacilos de 0,2-0,6 x 1-10 um, presentan una pared con alto contenido lipidico vy,
como consecuencia de esto, no se tinen mediante la tincion de Gram, aunque sean
considerados como gram-positivos. Son aerobios, no forman esporas y son inmdviles. En
general, son de crecimiento lento, con tiempo de generacién comprendido entre 2 y 20 h,
segun la especie. Dependiendo también de la especie, pueden ser parasitos obligados,
saprofitos o patégenos oportunistas, y muchas especies viven en el suelo o en el agua.

Mycobacterium kansasii fue caracterizado en 1953 y es fotocromogeno, o sea, que la
colonia debe ser estimulada por la luz para producir pigmento, formado por un -caroteno. Al
secuenciar el rRNA 16S se ha observado que esta muy relacionado filogenéticamente con
Mycobacterium gastri. Se han descrito cinco genoespecies en funcion de la diversidad en el
gen hsp65 y esta subdivision se ha confirmado mediante otras técnicas, por lo que se ha
propuesto la existencia de subespecies.

IMPORTANCIA CLINICA

Para valorar la importancia clinica de los aislamientos de las micobacterias no
tuberculosas debe tenerse en cuenta los criterios de la American Thoracic Society (ATS)
que son:

Aislamiento repetido de la misma especie en el mismo lugar anatdomico.
Observacion en la muestra mediante tincion directa.

Evidencia clinica o radiolégica de enfermedad.

Evidencia histopatoldgica de presencia de granulomas o micobacterias en el tejido.
Incremento en el nUmero de micobacterias recuperadas en muestras secuenciales.
Aislamiento en localizaciones generalmente estériles.

Predileccion de la especie en producir enfermedad en el lugar del aislamiento.
Existencia de factores predisponentes en el paciente.

Ausencia de otras causas de enfermedad.
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En general, las infecciones por este microorganismo se asocian a defectos
inmunoldgicos locales o sistémicos, como las neumopatias crénicas (neumoconosis, EPOC,
fibrosis pulmonar, bronquiectasias, mucoviscidosis), tuberculosis pulmonar previa,
cardiopatias congénitas cianéticas, hepatopatias crénicas, algunas hemopatias, tratamiento
prolongado con esteroides, trasplante de érganos, linfocitopenia CD4 idiopatica y, sobre
todo, infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Rara vez se asocia a
enfermedad infantil, incluso en areas de alta prevalencia, salvo algunos casos descritos de
linfadenitis.



Un proceso respiratorio cronico, generalmente en el I6bulo superior y con lesiones
cavitadas, con caracteristicas semejantes a la tuberculosis, es la enfermedad mas
frecuentemente asociada a este microorganismo. Mycobacterium kansasii y Mycobacterium
avium son las dos micobacterias no tuberculosas mas frecuentemente asociadas a infeccién
respiratoria. Los procesos asociados a M. kansasii responden mejor a la quimioterapia que
los producidos por M. avium y presentan diferencias clinicas y radiolégicas con los de
Mycobacterium tuberculosis, pero estas diferencias no son lo suficientemente claras e
importantes como para lograr un diagnéstico diferencial util en la practica. Las infecciones
extrapulmonares son menos frecuentes, pero se han descrito linfoadenopatias en nifos,
infecciones cutaneas y de tejidos blandos, e infecciones del sistema muscular o esquelético.
Raramente produce infecciones diseminadas, excepto en pacientes con deterioro de la
inmunidad celular.

La infeccion en los enfermos por el VIH es mucho mas frecuente y presenta
caracteristicas diferenciales, ya que, en estos pacientes, son mas frecuentes las infecciones
extrapulmonares y, ademas, suelen ocasionar infecciones diseminadas. Un estudio llevado
a cabo en 46 pacientes muestra que esta infeccidon se produce en estadios avanzados de la
enfermedad (52,4 linfocitos CD4/mm® como media), con predominio de la afectacion
respiratoria (91,3% de los pacientes). La infeccion diseminada es mucho mas frecuente que
en la poblacion general (21,7% de los pacientes).

También se ha estudiado la influencia en la patologia de los genotipos de esta
especie y se ha observado que el genotipo mas frecuente es el 1 (67% de los aislados) que
se asocia a enfermedad en el 81% de los pacientes, seguido del genotipo 2 (se aisla en el
21% de los pacientes y en el 67% de ellos se asocia a enfermedad). El resto de los
genotipos son menos frecuentes y también menos patégenos.

EPIDEMIOLOGIA

Es un microorganismo ubicuo, que se ha encontrado en el suelo, agua, productos
animales y alimentos diversos. Se ha aislado del agua del grifo y se ha postulado que es el
principal reservorio de este microorganismo asociado a la patologia humana, aunque
también se ha sugerido la posibilidad de que se transmita por la leche, incluso pasteurizada.
El aislamiento frecuente en el tracto gastrointestinal de pacientes con infeccion por el VIH
indica que esta via podria ser la de entrada del microorganismo.

La incidencia de este patdégeno es variable en funcién de la regiéon geografica y de
las caracteristicas de los pacientes. En los ultimos 20 afos, se ha incrementado la
descripcion de casos asociados a este microorganismo en todo el mundo y varias series
espanolas han comunicado que este microorganismo es el segundo mas frecuentemente
aislados en procesos respiratorios por micobacterias. En el sureste de Espana se ha
comunicado una incidencia de 2,7 casos por 1.000.000 habitantes y afno, que se incrementa
a 571,4 casos en los pacientes infectados por VIH. En los suburbios de Paris, la incidencia
anual es de 5 casos/1.000.000 de habitantes. En California, esta cifra se eleva a 24 casos
por 1.000.000, llegando a 1.150 casos por 1.000.000 en pacientes VIH, asociandose
también a un bajo nivel socioecondmico.

En algunos colectivos y regiones geograficas, las tasas se elevan mucho. Asi, entre
mineros de Sudafrica con alto indice de silicosis, se han comunicado una incidencia anual
de 0,10/100 casos/afo, que se elevan a 0,32/100 casos/afio en pacientes con infeccién por
el VIH. Por otra parte, en una region de la Republica Checa, caracterizada por una alta
contaminacion atmosférica por metales pesados procedentes de la industria, se ha
comunicado una incidencia anual de 343 casos/1.000.000 habitantes, detectandose la
presencia del microorganismo en el agua de bebida de la region.



DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
Obtencion y transporte de las muestras

Las muestras deben recogerse en frascos estériles y en su obtencion debe evitarse
la contaminacion con la flora saprofita de las mucosas y con el agua corriente, para evitar la
aparicion de falsos positivos en la tincién o en el cultivo. Al igual que para el resto de las
micobacterias, las torundas no son recomendables para el aislamiento de este patégeno
porque la escasez de la muestra y las caracteristicas hidrofébicas de estos microorganismos
limitan su recuperacion. No deben utilizarse conservantes de las muestras vy, si el
procesamiento se va a retrasar mas de una hora, las muestras deben conservarse en
nevera. La sangre y la médula dsea, que son las muestras con mas rendimiento para el
diagnostico de la infeccion diseminada, deben conservarse a temperatura ambiente.

Métodos de diagndéstico rgpido

Los métodos rapidos de diagndstico se basan en la tincion, que presenta sensibilidad
comparable a la que ha descrito en las infecciones por M. tuberculosis. Mediante esta
técnica, se observan diferencias con M. tuberculosis, porque los bacilos son mas largos y
gruesos, ademas de presentar bandas transversales (aspecto atigrado). Se ha sugerido que
las caracteristicas que este microorganismo presenta en el cultivo en medio liquido puede
servir para la realizacion de una identificacién preliminar.

Se han desarrollado técnicas para disminuir el tiempo de deteccion del crecimiento
en el cultivo, como la deteccion microscopica de colonias en agar Middlebrook 7H11, pero el
hecho mas importante de los ultimos afios ha sido la aparicion de los medios liquidos
semiautomatizados que disminuyen el tiempo de diagnéstico y aumentan la sensibilidad de
las técnicas de cultivo. Sin embargo, estos nuevos sistemas presentan todavia algunos
problemas, porque se ha comunicado que las combinaciones de antibidticos que contienen
acido nalidixico y que se utilizan para prevenir las contaminaciones bacterianas en el
procesamiento de algunos medios liquidos, pueden retardar el crecimiento de este
microorganismo. También, se ha disefiado una técnica, basada en la PCR que es Uutil para
detectar la presencia de este microorganismo en muestras clinicas.

Métodos de identificacion

Aunque la identificacion mediante métodos clasicos es lenta y puede dar lugar a
errores, es Util en la identificacion preliminar. Es una especie de crecimiento lento y
fotocromdgena (96% de las cepas), por lo que puede confundirse con Mycobacterium
marinum, Mycobacterium simiae, Mycobacterium asiaticum y Mycobacterium szulgai
(escotocromogena a 37°C y fotocromogena a 24°C).

La demostracion de las caracteristicas de la produccién de pigmento en el género
Mycobacterium se realiza a partir de cultivos jévenes; sembrando tres tubos con un inéculo
diluido para obtener colonias aisladas. Después se tapan dos de ellos para que los
microorganismos crezcan en oscuridad y el tercero se incuba sin tapar. Cuando han crecido
los cultivos, uno de los que han permanecido tapados, se expone durante 3-5 h a una luz de
100 w colocada a 20-25 cm del tubo, que debe permanecer un poco abierto para favorecer
la entrada de oxigeno, ya que el enzima productor del pigmento es dependiente de la
presencia de este gas. Después de la exposicion, el tubo debe incubarse e inspeccionarse
durante 24, 48 y 72 h. Las colonias expuestas a la luz de esta especie adquiriran pigmento,
mientras que las incubadas en la oscuridad seguiran no pigmentadas. Para diferenciar las
especies fotocromogenas entre si, pueden utilizarse otras caracteristicas, que se detallan en
la tabla 1.



Las nuevas técnicas de identificacion se basan en técnicas cromatograficas, sondas
de DNA y técnicas de amplificaciéon y secuenciacion.

* Analisis cromatografico. Se basa en el estudio de los acidos grasos de la pared
bacteriana mediante cromatografia gas/liquido (GLC) y liquida de alta presién
(HPLC). Los métodos basados en GLC analizan los acidos grasos de cadena corta
de la pared celular y cada especie es identificada por un perfil caracteristico.
También se pueden estudiar los acidos micdlicos de la micobacteria mediante HPLC.
Ambas técnicas permiten identificar las micobacterias en pocas horas, pero son
técnicas complejas que requieren aparatos costosos y, por lo tanto, estan reservadas
a los laboratorios de referencia.

 Sondas de DNA. Existen sondas comerciales que detectan secuencias especificas
de rRNA de M. kansasii (Accuprobe®, GenProbe, bioMérieux) que pueden utilizarse
en cultivos sélidos o liquidos, aunque los protocolos deben modificarse si se trabaja
en medios que contengan sangre.

 Técnicas de amplificacién e hibridacion con sondas especificas. El sistema
comercial Inno-LIPA® Mycobacteria (Innogenetics) identifica las principales especies
del género, entre ellas M. kansasii. Se basa en la amplificacion mediante PCR de la
region del espaciador intergénico (gene spacer) 16S-23S del RNA ribosomal (ITS) y
posterior hibridacion con sondas de especificas de oligonucledtidos adheridas a una
membrana, seguida de un revelado colorimétrico.

* Técnicas de amplificacién y corte con enzimas de restriccién. La metodologia
mas empleada se llama PRA y se basa en el estudio de la diversidad en el gen
hsp65. También se han utilizado otras regiones, como el gen rpoB o el gene spacer
16S-23S del RNA ribosomal (ITS).

e Secuenciacion del DNA. Es una técnica especifica que se esta extendiendo tras la
introduccion de los secuenciadores automaticos, aunque todavia se encuentra fuera
del alcance de la mayoria de los laboratorios. Generalmente, se secuencia la regién
hipervariable del 16S rRNA, aunque se ha comunicado que puede haber dificultad de
separar M. kansasii de M. gastri. Por este motivo, se pueden complementar estos
datos, con la secuencia de la region del espaciador intergénico16S-23S rDNA
internal transcribed spacer (ITS) y la region recA.

SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA Y TRATAMIENTO

En los ultimos anos se ha realizado un importante esfuerzo para normalizar los
estudios de sensibilidad in vitro de las micobacterias no tuberculosas y el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) ha realizado varios documentos que
tratan de estandarizar las técnicas de diluciéon, aunque también se ha comunicado que
técnicas mas sencillas, como el E test®, pueden ser validas.

La rifampicina es el farmaco mas activo frente a esta micobacteria, pero se ha
comunicado la existencia de cepas resistentes, frecuentemente asociadas a tratamientos
previos con este farmaco. Un fragmento de 69 pb del gen rpoB, que codifica la subunidad
beta de la RNA polimerasa bacteriana es donde se concentran las mutaciones puntuales
que confieren resistencia a este farmaco y las mutaciones descritas coinciden con las que
aparecen en M. tuberculosis. Las cepas sensibles presentan CMI menores de 1 pg/ml y las
resistentes presentan una CMI >256 pug/ml y, ademas, generalmente muestran resistencia
cruzada con la rifabutina.



Las cepas de M. kansasii presentan resistencia intrinseca a la pirazinamida y son
resistentes in vitro a la isoniacida. También se han descrito en esta especie B-lactamasas,
que se inhiben con el acido clavulanico. Se han realizado estudios in vitro que demuestran la
actividad de las fluoroquinolonas, claritromicina y acido fusidico. Sin embargo, se ha descrito
la aparicion de resistencia a la claritromicina por una mutacion en el gen 23S rRNA tras
tratamientos en monoterapia con este farmaco.

Existen distintas pautas de tratamiento de estas infecciones. Clasicamente, se ha
empleado la combinacion de rifampicina, isoniacida y etambutol. Se ha cuestionado la
utilidad de administrar isoniacida y, por lo tanto, también se ha recomendado el tratamiento
con rifampicina y etambutol.

Las recomendaciones de American Thoracic Society indican que el tratamiento debe
realizarse con isoniacida (300 mg/dia), rifampicina (600 mg/dia) y etambutol (25 mg/kg/dia
durante los dos primeros meses, y después disminuir la dosis a 15 mg/kg/dia) durante 12
meses, lo que origina un 100% de curacién y un 1% de recaida; en caso de intolerancia a
alguno de estos farmacos, recomienda la administracion de claritromicina. Como pauta
alternativa, recomienda el tratamiento durante nueve meses con etambutol (15 mg/kg/dia) y
rifampicina (300 mg/dia), pero este tratamiento tiene mas tasas de recaidas (10%). En los
pacientes infectados por el VIH tratados con una pauta antirretroviral de alta eficacia
(TARGA) recomienda la sustitucion de la rifampicina por claritromicina o rifabutina.

Mensa et al (2002) incluyen la estreptomicina como farmaco de primera linea, como
sustituto del etambutol, y recomiendan que, si las circunstancias lo requieren, puede
sustituirse alguno de los farmacos de primera eleccién por amikacina, sulfametoxazol,
claritromicina, roxitromicina, levofloxacino o cicloserina. También se ha propuesto el empleo
de ciprofloxacino, rifabutina, etionamida y cotrimoxazol como farmacos de segunda eleccion.
En las cepas resistentes a la rifampicina, se recomienda el tratamiento con isoniacida (900
mg/dia), piridoxina (50 mg/dia), etambutol (25 mg/dia) y sulfametoxazol (1 g/dia) durante 12-
15 meses.
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Tabla 1. Pruebas de identificacién de las micobacterias fotocromégenas de crecimiento lento®°.

M. kansasii M. marinum M. simiae M. asiaticum M. szulgai

Temperatura optima (°C) 37 30 37 37 37
Niacina 4 21 63 0 0
Reduccidn nitratos 99 0 28 5 100
Catalasa semicuantitativa® 93 0 93 95 98
Catalasa a 68°C 91 30 95 95 93
Hidrolisis Tween® 99 97 9 95 49
Reduccién del telurito 31 39 82 20 53
Ureasa 49 83 69 10 72
Pirazinamidasa (dia 4) - + + - +

Tomado de Picardieu et al.

®Porcentaje de cepas positivas, salvo en temperatura éptima.

°Porcentaje de cepas con >45 mm de burbujas.
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