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Las micobacterias no tuberculosas representan, en la actualidad, entre el 10% y el 30% del total de las micobacterias aisladas en la
mayoria de los laboratorios de microbiologia. Mycobacterium kansasii es una de las especies mas importantes de este grupo siendo,
en muchas &reas del mundo, la segunda micobacteria mas frecuente. En nuestro laboratorio ha representado, en los ultimos afios,
entre el 25% y el 30% de todas las micobacterias no tuberculosas, incrementandose hasta el 50% en el Ultimo afio. La experiencia de
la literatura refleja que, en torno al 80% de los aislamientos de M. kansasii, son clinicamente significativos. A diferencia de otras
especies de micobacterias no tuberculosas, esta elevada patogenicidad se observa tanto en la poblacién infectada por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) como en la que no lo esta.

En los pacientes inmunocompetentes, la enfermedad pulmonar representa el cuadro clinico més habitual. Suele tratarse de una
enfermedad crénica, progresiva, cavitaria y, a veces, mortal. Afecta preferentemente a los I6bulos superiores y se asemeja, clinica y
radiolégicamente, a una tuberculosis pulmonar, aunque con signos y sintomas algo menos pronunciados. Se produce sobre todo en
los pacientes fumadores, bronquiticos crénicos, o con alguna otra patologia de base (cirréticos, diabéticos, gastrectomizados, etc.).

Las infecciones extrapulmonares por M. kansasii son menos frecuentes. La afectacién de la piel y de los tejidos blandos puede simular
una infeccion por Mycobacterium marinum. Se han descrito casos de linfadenitis cervical, afectacion del sistema musculo-esquelético,
pericarditis e infecciones génitourinarias. La enfermedad diseminada por M. kansasii suele producirse en los pacientes con un
deterioro grave de la inmunidad celular (tricoleucemia, tumoraciones malignas, trasplantes de médula 6sea o de 6rgano sélido, etc.) vy,
especialmente, en los pacientes con sida.

EPIDEMIOLOGIA

Los indices de infeccion anual en la poblacién general oscilan entre 0,5 y 1 caso por cada 100.000 habitantes, aunque existe una
importante variabilidad geogréfica. Mientras que en ciertas areas del mundo (Australia, Japon, sur de California y Virginia, en los
EEUU) constituye un aislamiento raro, en regiones como Luisiana en los EEUU y norte de Moravia en la Republica Checa tienen un
indice anual del 2,4y 17,6 casos por 100.000 habitantes, respectivamente. En Espafia, en ciertas areas del Pais Vasco, Madrid y
Catalufia, M. kansasii constituye un aislamiento frecuente con tasas anuales de 2-3 casos/100.000 habitantes, mientras que en otras
zonas geograficas, como Canarias, son una especie practicamente inexistente.

Con la aparicion de la epidemia del sida, se produjo un incremento de la infeccion por M. kansasii, con una incidencia anual de hasta
900 veces mayor en estos pacientes respecto a la poblacion general. Sin embargo, la aparicion de los nuevos tratamientos triples con
inhibidores de la proteasa del VIH ha contribuido a un descenso notable de estos aislamientos, aunque no tan espectacular como en el
complejo Mycobacterium avium-intracellulare cuyo aislamiento es ahora algo muy ocasional.

Hasta la actualidad, no se ha demostrado la transmisién interhumana, y el reservorio natural de M. kansasii es alin desconocido. Se ha
postulado que el agua seria el hbitat natural mas probable, ya que ha sido aislado en ocasiones de los grifos, duchas y depésitos de
agua potable, aunque es excepcional su aislamiento en el agua de los rios o de los lagos, asi como en muestras de animales o del
suelo. No obstante, a diferencia de otras micobacterias no tuberculosas, como Mycobacterium xenopi, no se han descrito brotes
nosocomiales de M. kansasii por contaminacién del agua de abastecimiento hospitalario. Esta circunstancia podria explicarse por la
escasa resistencia al calor de M. kansasii respecto a otras micobacterias no tuberculosas de habitat acuatico. Por lo tanto, la
asociacion epidemioldgica entre el posible reservorio natural y el ser humano, asi como la via y los mecanismos de transmision estan
aun por dilucidar. Sin embargo, las descripciones recientes de la heterogeneidad de M. kansasii y la clonalidad observada en la
subespecie mas frecuente en el ser humano (tipo 1), ayudara al esclarecimiento de estos aspectos mediante la realizacién de futuros
estudios epidemiolégicos, patogénicos y clinicos bien disefiados.

TECNICAS DIAGNOSTICAS DE LABORATORIO

Examen microscopico

La observacion del microorganismo en las diversas muestras clinicas constituye el método mas sencillo, rapido y econémico para el
diagnéstico microbioldgico. Se utilizan técnicas de tincidn, que ponen de manifiesto la caracteristica acido-alcohol resistencia de las
micobacterias, como la clasica de Ziehl-Neelsen o la variante fluorescente con auramina-rodamina. M kansasii se observa como un
bacilo grueso y largo, con una tincién irregular que le da un aspecto atigrado.

En general, el examen microscépico tiene una sensibilidad inferior al cultivo y esta condicionada por el tipo de muestra clinica (las
muestras de origen respiratorio son las de mayor rentabilidad) y por el tipo de tincién realizado (la tincion de auramina es algo mas
sensible que la de Ziehl-Neelsen). Es sabido que las micobacterias no tuberculosas se detectan con menor frecuencia, y con mayor
dificultad, que M. tuberculosis, que oscila entre un 20% y un 80% de los cultivos positivos. Sin embargo, M. kansasii es la micobacteria
no tuberculosa que mejor y con mayor frecuencia se observa en las tinciones.

Aungue la especificidad del examen directo de la muestra es muy elevada para la identificacion de género, M. kansasii, como las
demas especies micobacterianas, no puede ni debe ser diferenciada mediante la observacién microscopica directa. Los resultados
falsamente positivos (tincién positiva de bacilos acido-alcohol resistentes, con cultivo negativo) se deben generalmente a las muestras



de aquellos pacientes que estan recibiendo tratamiento tuberculostatico, o bien a una descontaminacion excesiva y enérgica de las
muestras en el laboratorio.

Estas técnicas, por sus caracteristicas, deben aplicarse sisteméaticamente sobre cualquier muestra clinica en la que sea preciso
descartar estos patégenos, con la excepcion, tal vez, de la sangre y los aspirados de médula 6sea. Como es obvio, un examen
microscopico negativo no descarta una posible infeccion subyacente por M. kansasii.

Aislamiento primario

Para la recuperacion 6ptima de M. kansasii de las muestras clinicas, es necesario emplear métodos que liberen los bacilos de los
liquidos corporales (digestion) y eliminen la flora acompafiante (descontaminacion). Cuando el nUmero de microorganismos en la
muestra sea presumiblemente bajo, es necesario concentrarlos por centrifugacion para lograr su deteccién. La mayor sensibilidad se
logra con la combinacion de, al menos, un medio de cultivo liquido (Middlebrook 7H9, radiométrico o automatizado no radiométrico) y
otro sélido (Léwenstein-Jensen o Middlebrook 7H10 o 7H11).

El sistema radiométrico BACTEC TB es el método de referencia. Ademas, puede utilizarse para la identificacion presuntiva entre el
complejo M. tuberculosis y las otras micobacterias no tuberculosas, asi como para las pruebas de sensibilidad. No obstante, éste
sistema presenta las desventajas de no poder observar la morfologia de las colonias, no detectar los cultivos mixtos, no estar
automatizado y, sobre todo, por utilizar is6topos radiactivos (14C). Recientemente, han aparecido diversos sistemas que, utilizando
medios liquidos no isotopicos (ESP Culture System Il, MB/BacT y BACTEC MGIT 960), tienen una gran versatilidad, posibilidad de
automatizacion e indices de recuperacién y tiempos de deteccién cercanos al sistema radiométrico BACTEC. Todos estos medios han
demostrado un excelente rendimiento en la recuperacién rapida de M. kansasii, especialmente cuando se combinan con un medio
sélido.

Identificacion

La identificacion de M. kansasii, como el resto del género Mycobacterium, puede llevarse a cabo mediante métodos convencionales,
cromatograficos o genémicos (Tabla 1).

Los métodos tradicionales se basan en el tiempo de crecimiento, los aspectos morfolégicos y de cromogenicidad de las colonias, asi
como en diferentes pruebas bioquimicas. M. kansasii es un bacilo acido-alcohol resistente, de crecimiento lento (superior a 7 dias en
cultivo s6lido) en un intervalo de temperaturas entre 32° y 42°C, aunque su temperatura ideal es de 37°C. Produce unas colonias
fotocromo6genas de color amarillo limén, entre lisas y rugosas, con un centro liso, denso, rodeado de una zona mas transparente. Las
caracteristicas bioquimicas mas notorias son la produccién de catalasa, nitrato-reductasa y pirazinamidasa, asi como la capacidad de
hidrolizar el Tween® 80 (Tabla 2). Aunque el crecimiento lento de estos microorganismos demora semanas la identificacion definitiva,
estas pruebas no debieran ser totalmente eliminadas, especialmente en aquellos laboratorios que no disponen de sondas de DNA, o
bien cuando los resultados obtenidos con los otros métodos son dudosos o de dificil interpretacion.

Una buena alternativa a la identificacion convencional es la utilizacion de las técnicas cromatograficas y, muy especialmente, la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Aunque esta técnica proporciona una identificacion rapida, precisa y de aplicacion
universal, no deja de ser un método complejo que requiere un instrumental costoso y un elevado entrenamiento. Por ello, quedaria
reservada a los centros de referencia e investigacion con la dotacion y experiencia suficiente.

Actualmente, las técnicas de acidos nucleicos parecen la mejor alternativa para una identificacién rapida y precisa de las especies
micobacterianas. Estas técnicas se basan en la aplicaciéon de sondas de DNA, o en la amplificacién mediante PCR. En la actualidad,
cualquier laboratorio técnicamente facultado puede utilizar las sondas comerciales de DNA quimioluminiscentes (Accuprobe® ), que
permiten identificar por hibridacion a partir del cultivo, de forma rapida (2 h) y especifica, el complejo M. tuberculosis, el complejo M.
avium, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii y M. gordonae. Tras la descripcion de las 5 subespecies o genotipos de M. kansasii se
observé que la sonda de DNA inicial s6lo hibridaba con el tipo I, por otra parte el mas frecuente en humanos. Posteriormente, se
desarroll6 una nueva sonda para M. kansasii, disponible en la actualidad, que detecta los cinco genotipos, aunque parece no hibridar
con la subespecie VI, descrita recientemente. El hecho de que las sondas estén limitadas a un grupo de especies micobacterianas y la
necesaria orientacion inicial sobre el tipo de sonda a utilizar, ha conducido al desarrollo de técnicas basadas en la amplificacion (PCR)
de una zona de DNA concreta y posterior andlisis del polimorfismo de los fragmentos obtenidos mediante enzimas de restriccion
(RFLP), hibridacién en fase sélida o secuenciacion, técnicas todas ellas fuera del &mbito de muchos laboratorios diagnosticos.

Por el momento, las dianas de amplificacion mejor estudiadas son el gen hsp65 que codifica la proteina micobacteriana de 65 kDa y
las regiones de la subunidad ribosémica 16S. La técnica mas utilizada es la PCR-RFLP del gen hsp65, que se basa en la amplificacién
de este gen y posterior analisis del polimorfismo de los fragmentos obtenidos mediante restriccion con dos enzimas (BstEll y Haelll).
Aungue existen otras técnicas similares (v. g. PCR-RFLP del 16S-23S), ésta es, actualmente, la mejor desarrollada, permitiendo una
identificacion precisa y econdmica de los aislamientos micobacterianos en una jornada laboral. La técnica es lo suficientemente
discriminante como para diferenciar la especie y las 6 subespecies de M. kansasii, siendo fundamental para el conocimiento futuro de
la epidemiologia y la patogénesis de este microorganismo.

TRATAMIENTO Y PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS FARMACOS

A diferencia de M. tuberculosis, las otras especies de micobacterias suelen presentar una mayor resistencia a los tuberculostaticos
convencionales. Dentro de las no tuberculosas, M. kansasii, sin embargo, es una de las especies mas sensibles. Las cepas salvajes
son normalmente inhibidas por la rifampicina, isoniazida, etambutol, etionamida, estreptomicina, claritromicina, amikacina,
sulfametoxazol, nuevas quinolonas y rifabutina, a concentraciones alcanzables en el suero tras las dosis terapéuticas habituales.
Aungue existen algunas cepas con resistencia de bajo nivel a la isoniazida (0,2-1 pg/ml) y a la estreptomicina (2 pg/ml), no parece
tener una gran importancia clinica ni terapéutica, siempre que se incluya en el régimen la rifampicina. Diversos estudios muestran que
la rifampicina es el farmaco mas eficaz, debiendo administrarse en todos los tratamientos iniciales. Sin embargo, la resistencia
adquirida a este farmaco durante el tratamiento es un hecho bien conocido, documentandose un incremento de las recaidas en los
ltimos afios. Por ello, aungue no existe un consenso sobre la realizacion de pruebas de sensibilidad en M. kansasii, la American



Thoracic Society recomienda realizarlas, al menos para la rifampicina, en todos los aislamientos iniciales de M. kansasii. Ademas, el
estudio de la sensibilidad a la isoniazida, etambutol, estreptomicina, claritromicina y nuevas quinolonas se deberia realizar en todos
aquellos casos con la tincion o el cultivo de las muestras persistentemente positivo, en las recaidas durante el tratamiento, y cuando se
aisle una cepa de M. kansasii resistente a la rifampicina. Por supuesto, todos los casos de retratamiento deberian estar orientados
mediante pruebas de sensibilidad a los farmacos.

Aunque las pruebas de sensibilidad no estan bien estandarizadas, el método de las proporciones (agar 7H10 de Middlebrook) y el del
BACTEC radiométrico son los mas aceptados y sobre los que existe un mayor grado de acuerdo entre los especialistas. El objetivo de
ambos es determinar si, en presencia de una concentracion critica del farmaco, el crecimiento supera el 1% de la poblacién bacteriana
obtenida paralelamente en otro cultivo con el mismo medio pero sin farmaco. El BACTEC radiométrico es el método mas rapido (4-7
dias) disponible en la actualidad. Apenas existe experiencia con el método de difusion en agar E-test® , aunque los datos preliminares

son prometedores.
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Tabla 1. Métodos de identificacion de Mycobacterium kansasii.

Método

Ventajas

Inconvenientes

Comentarios

Deteccion directa de la muestra

Aplicacion universal
Flexibilidad

Economia

Microscopia Rapidez Baja sensibilidad Orientacion presuntiva a partir de
cultivos liquidos
Sencillez Dificil diferenciacién con otras
especies Realizable en cualquier laboratorio
Economia
Amplificacién genémica2 Tedricas: Laboriosidad No sustituiria el cultivo
Rapidez Aplicacién no universal Necesidad de establecer su posible
utilidad en areas endémicas y en
Especificidad Falsos negativos y positivos (?) laboratorios de investigacion
Sensibilidad Interpretacion de los resultados
No comercializado
Identificacidn a partir del cultivo
Bioquimica Sencillez Lentitud: resultados en 2-4 semanas | Utilizado como método de referencia

Laboriosidad
No diferencia todas las especies

Precisa gran crecimiento en cultivo

durante muchos afos

Aplicable a partir de laboratorios de
nivel Il




CromatografiabP Rapidez Laboriosidad Aplicacion inicial en grandes
laboratorios de referencia 'y de
Aplicacién universal | Infraestructura y entrenamiento investigacion.

especial
Especificidad
Experiencia para su interpretacion

Cultivo con gran crecimiento

Caro
Sondas de DNA Rapidez Una prueba por especie Practicamente realizable en cualquier
laboratorio
Sencillez No distingue las subespecies del
complejo M. kansasii.
Especificidad
No detecta M. kansasii subespecie
Comercializadas \i
Caro
Amplificacién genémica? Rapidez Infraestructura para técnicas de En laboratorios de nivel 1l y de
PCR referencia

Aplicacién universal
Confirmacion bioquimica ocasional | Buena relacion coste-beneficio

Especificidad

Contaminacion potencial Utilidad en estudios epidemiolégicos y
Economia patogénicos al diferenciar las 6
(PCR-RFLP) No comercializado subespecies

a PCR y analisis postamplificacion (RFLP, secuenciacidn, hibridacion en fase sélida). En fase de investigacion para la deteccién directa
de la muestra.

b HPLC.

Tabla 2. Pruebas convencionales claves en laidentificacion de micobacterias de crecimiento lento fotocromdgenas

Pruebas2 M. kansasii M. marinum M. simiae M. asiaticum M. szulgaib
Temperatura Optima de 37°C 30°C 37°C 37°C 37°C
crecimiento

Crecimiento a 28 °C > 7 dias < 7 dias > 7 dias > 7 dias <7 dias
Pigmentacion F F Fc = E/E
Morfologia colonial en LJ LR/L L/LR L L L/R
Niacina - -+ +/— - _
Reduccion de nitratos + - - - +
Catalasa SM > 45 mm + - + + +
Catalasa a 68°C + - + + +
Hidrolisis Tweend 80 + + - + -+
Reducion del telurito -+ -+ + - +/-
Pirazinamidasa (4 dias) - + + - +
Avrilsulfatasa (3 dias) - -+ - - \Y;
Crecimiento en TCH + - + + +

a Simbolos y abreviaturas: +: positivo; -: negativo; +/-: positivo (50-69%); -/+: positivo (30-49%); V: variable; ND: no disponible; R:
rugoso; L: liso; LR: liso-rugoso (intermedio). LJ: medio de Lowenstein-Jensen; F: fotocromégena; E: escotocromégena; SM:
semicuantitativa; TCH: Hidracida del &cido 2 tiofeno-carboxilico (10 i g/ml).

b M. szulgai puede ser escotogromoégena a 35-37°C y fotocromégena a 25°C.

¢ M. simiae y M. asiaticum producen tras la fotoinduccién un pigmento de menor intensidad que M. kansasii y M. marinum. Los
aislamientos de M. simiae pueden requerir un mayor periodo de fotoinduccién o de incubacién posterior.
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