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1.1 Primeras descripciones e interés médico. 

Mycobacterium kansasii fue descrito en 1953 por Buhler & Pollak, 

quienes atendiendo a sus características culturales lo denominaron “yellow 

bacillus”. Estos autores describieron el aislamiento en dos casos humanos de 

unas micobacterias que causaban enfermedad pulmonar, pero que mostraban 

una limitada patogenicidad en los animales de experimentación (Buhler & 

Pollak, 1953; Pollak & Buhler, 1955). Dichos microorganismos se 

caracterizaban por producir colonias pigmentadas, con una gama cromática 

que variaba del color crema al amarillo o amarillo-naranja, que se acentuaba 

con el tiempo y con la incubación a temperatura ambiente. 

En 1955, en una carta anónima, Runyon  (1955) describió el papel de 

la luz en la pigmentación de estos organismos, y acuñó el término 

“fotocromógenos” para describir a los microorganismos que producían 

pigmento sólo tras la exposición a la luz. En ese mismo año, el nombre de M. 

kansasii fue aplicado por Hauduroy (1955) a las cepas fotocromógenas de 

Buhler & Pollak. Posteriormente, las micobacterias de crecimiento lento que 

mostraban este atributo, fueron asignadas al grupo I de la clasificación de 

Runyon (Runyon, 1958; Runyon, 1959). El papel del oxígeno y de la edad de 

los cultivos en la expresión de la fotocromogenicidad de M. kansasii fue 

demostrado por Wayne & Doubek (1964). 

Durante varios años, el aislamiento de M. kansasii a partir de una 

muestra clínica fue invariablemente interpretado como que este organismo era 

necesariamente el agente etiológico de la enfermedad que afectaba al paciente 

(Wayne, 1984). Sin embargo en 1962, fue descrita la existencia de dos 

variantes que se diferenciaban atendiendo a la intensidad de la actividad 

catalasa; una de ellas con actividad catalasa débil, correspondía a aislados 

ambientales que fueron considerados como carentes de significación etiológica 

(Wayne, 1962), lo que unido al aislamiento de cepas con actividad catalasa 

elevada a partir de agua potable (Bailey et al. 1970; Steadham, 1980), 

determinó que la significación clínica de este organismo, como la de las 
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restantes micobacterias ambientales, se base en criterios muy estrictos: 

evidencia clínica de enfermedad sin filiación etiológica, asociada al aislamiento 

repetido de una misma especie micobacteriana o al aislamiento de una 

micobacteria a partir de una lesión cerrada (Anonymous, 1974).  

En 1975, un estudio de la British Thoracic and Tuberculosis 

Association, informó de 70 casos de infección por micobacterias oportunistas 

en Inglaterra y Gales, 53 de los cuales estaban producidos por M. kansasii. En 

este mismo estudio, se demostró que la exposición al polvo generado en 

algunos ambientes de trabajo, parecía estar directamente relacionada con la 

infección por M. kansasii, y que dicha asociación era más frecuente que en la 

tuberculosis (Anonymous, 1975). Observación que fue corroborada por Marks 

(1975), quién demostró una asociación significativa entre la infección por M. 

kansasii y la exposición al polvo en determinados ambientes laborales.  

Actualmente, el interés medico de M. kansasii deriva del constante 

incremento en la prevalencia de las infecciones producidas por micobacterias 

no tuberculosas, así como, del avance en la precisión y rapidez de los métodos 

diagnósticos y en las posibilidades terapéuticas (Wallace et al., 1997). M. 

kansasii es considerado la segunda micobacteria no tuberculosa, después de 

Mycobacterium avium complex, capaz de producir enfermedad pulmonar y 

diseminada en pacientes tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos, 

en muchas partes del mundo (Horsburgh  & Selik, 1989; Parenti et al., 1995; 

Wallace et al., 1997). 

Aunque la incidencia de este patógeno varía mucho según la región 

geográfica considerada, incluso dentro de un mismo país (Rodríguez et al., 

2003; Leal et al., 2005), en la última década se ha producido un aumento 

importante en el número de casos de infección por este microorganismo en 

todo el mundo, de manera que en nuestro país se muestra en varias series 

como una de las dos micobacterias no tuberculosas que más frecuentemente 

causan enfermedad clínicamente destacable (Hernández et al., 1990; Fraile et 

al., 2006). 
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1.2 Características biológicas. 

M. kansasii es un Firmicutes que está incluido en la familia 

Mycobacteriaceae y en el género Mycobacterium. Por lo tanto, son bacilos 

grampositivos con quimiotipo parietal tipo IV (ácido meso-diaminopimélico y 

arabinogalactano), ácido-alcohol resistentes, no capsulados, no esporulados, 

inmóviles, quimiorganótrofos, exigentes culturalmente, aerobios estrictos, de 

metabolismo oxidativo, catalasa positivos y citocromo-oxidasa negativos. 

1.2.1 Morfología y estructura parietal. 

Desde el punto de vista morfológico, M. kansasii tiene las 

características propias de las micobacterias, es decir son bacilos 

grampositivos, ácido-alcohol resistentes, aflagelados, acapsulados, y no 

esporulados (Tison et Carbonelle, 1972).  

La observación microscópica tras tinción por el método de Ziehl-

Neelsen revela que el cultivo está conformado por bacilos ácido-alcohol 

resistentes, pero la célula bacteriana es generalmente más larga y ancha que 

las restantes micobacterias. La singularidad morfológica de esta especie viene 

determinada por la ausencia de homogeneidad tintorial, que se traduce por la 

presencia de bandas o gránulos somáticos que confieren a la célula un 

característico aspecto atigrado o acebrado. Además, lo habitual es que se 

disponga en cordones curvos (Tison et Carbonelle, 1972; Alcaide y Benítez, 

1999). 

La estructura y función de la pared celular son aspectos muy 

estudiados de las micobacterias, aunque no completamente conocidos (Draper, 

1991). La menor permeabilidad de la pared celular se cree que juega un papel 

importante en la resistencia intrínseca a muchos antimicrobianos, fenómeno 

que alcanza niveles máximos cuando se trata de las micobacterias no 

tuberculosas (Nikaido & Jarlier, 1991). También se ha relacionado la envoltura 

con factores de patogenicidad, virulencia e interacción molecular con las 

células del hospedador (Rastogi & Barrow, 1994). 
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La envoltura celular de las micobacterias es una estructura compleja, 

con gran riqueza lipídica, puesto que la pared celular contiene entre el 30-40% 

del total de lípidos bacterianos (Rastogi & Barrow, 1994). Existen varios 

modelos para explicar el ordenamiento de las distintas moléculas que forman la 

estructura parietal (McNeil & Brennan, 1991; Minnikin, 1991; Rastogi, 1991). La 

capa más interna es la membrana plasmática, similar a la de otras bacterias, 

que está formada por una bicapa lipídica que interacciona con proteínas. El 

esqueleto o núcleo de la pared celular, está compuesto por tres 

macromoléculas unidas covalentemente y que son constantes en todas las 

especies: peptidoglicano, arabinogalactano y ácidos micólicos (Figura 1.1). 

 

 

Figura 1.1.- Esquema de la pared de Mycobacterium spp. 

(http:// oregonstate.edu/~mahmudt/projects.html) 

Otro de los lipopolisacáridos encontrados en todas las micobacterias 

es el lipoarabinomanano, que es parte esencial de la envoltura celular y que 

parece estar anclado a la membrana plasmática desde donde se extiende 

hacia el exterior de la pared. Este lipopolisacárido posee actividades biológicas 

que modulan el sistema inmune del hospedador como la supresión inespecífica 
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de la activación de los linfocitos T, inhibición de la presentación de antígenos e 

inhibición de la actividad de los macrófagos (McNeil & Brennan, 1991). 

1.2.2 Características culturales y fisiológicas. 

M. kansasii posee las características fisiológicas generales 

inherentes a las micobacterias; es decir, se trata de microorganismos 

quimioorganótrofos, aerobios estrictos y de metabolismo oxidativo. Poseen 

actividad catalasa y peroxidasa, y son exigentes nutricionalmente. Dicha 

exigencia nutricional es compleja, requiriendo para su crecimiento 

oligoelementos, asparragina, glicerol, hierro y lípidos, entre otros compuestos. 

Sí bien es cierto que este organismo exhibe actividad catalasa, se ha descrito 

la existencia de aislados con actividad catalasa débil (Wayne, 1962).  

Este organismo está incluido en el Grupo I de la clasificación de 

Runyon (1959) sobre las micobacterias cultivables no tuberculosas, por las 

características que reúne: i) velocidad de crecimiento lenta; ii) producción de 

pigmento tras exposición a la luz (fotocromogenicidad).  

En las condiciones habituales de incubación de un laboratorio clínico, 

es decir, en estufa de 37ºC y en atmósfera convencional, M. kansasii es capaz 

de desarrollarse de forma ostensible tras 10-12 días de incubación, aunque 

presenta un amplio intervalo de temperaturas de crecimiento entre 32ºC y 

42ºC. En los medios sólidos (vgr medio de Löwenstein-Jensen), las colonias 

presentan una morfología intermedia, entre lisas y rugosas, con un centro liso, 

denso, rodeado de una zona hipodensa, y se caracterizan por su 

fotocromogenicidad que hace que desarrollen una coloración amarillenta, 

debido al depósito de cristales de -caroteno tras la exposición a la luz 

(Wallace et al., 1997).  

Esta especie muestra una gran homogeneidad fenotípica y las 

características morfo-culturales y bioquímicas más relevantes son: su 

crecimiento  lento, superior a 7 días en medios de cultivo sólidos; la formación 

de colonias lisas–rugosas (SR) fotocromógenas; la presencia de actividad 
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catalasa, nitrato-reductasa y la capacidad de hidrolizar el Tween® 80 (Wallace 

et al., 1997; Alcaide y Benítez, 1999) (Tabla 1.1). 

Tabla 1.1.- Características culturales y bioquímicas de M. kansasii. 

Característica  Resultado Característica  Resultado 

Crecimiento lento (>7 días) + Catalasa semicuantitativa (>45mm)c + (93%)

Tipo de colonias SRa
Hidrólisis del Tween 80 + (99%)

Producción de pigmento + Tolerancia NaCl 5% (28ºC)  

Fotocromogenicidad + (96%) Crecimiento en T2H (10 g/ml) +

Crecimiento a 25ºC/37ºC + b Resistencia al TCH (5 g/ml) +

Crecimiento a 42ºC V Reducción del telurito potásico /+ (31%) 

Crecimiento a 45ºC  Nicotinamida +

Niacina  (96%) Propionamida  

Reducción de nitratos + (99%) Β-galactosidasa  

Arilsulfatasa (3 días/10 días) /+ α-esterasa  

Ureasa /+( 49%) Fosfatasa ácida +

Pirazinamidasa (4 días)  Peroxidasa +

Catalasa a 68ºC + (91%) Crecimiento en McConkey sin cristal violeta  
a colonias lisas/colonias rugosas o intermedias; b temperatura óptima de crecimiento 35ºC; cSe describen dos 
grupos de cepas de M. kansasii: los productores de enfermedad con >45 mm de burbujas y los no productores de 
enfermedad con <45mm de burbujas.    

1.2.3 Biodiversidad. 

Algunos autores han relacionado ciertos aspectos fenotípicos con el 

poder patógeno de este microorganismo. Tal es el caso de los estudios de 

Wayne (1962) y Belisle & Brennan (1989), en los que se señala a los aislados 

con débil actividad catalásica como carentes de significación patogénica 

(Wayne 1962) y se relaciona a los productores de colonias R, frente a las 

variantes S, como inductores en modelo experimental de infecciones que 

persisten más tiempo (Belisle & Brennan, 1989); sin embargo, las bases 

genéticas de estas variaciones no son conocidas. 

1.2.3.1 Biodiversidad fenotípica. 

Tortoli et al. (1994a), en un estudio sobre las características 

fenotípicas realizado con 71 cepas identificadas por métodos convencionales, 

el 26,8% de las cuales no hibridaban con la sonda Gen-Probe, observaron que 
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la variabilidad era muy limitada. En el caso de las pruebas diferenciales 

clásicas refieren que aunque todas las cepas hidrolizaban el Tween® 80, dicha 

actividad era más rápida en las cepas hibridantes y que dos de estas 

presentaban características atípicas: una carecía de actividad nitrato-reductasa 

y otra era niacina positiva.  

El estudio de actividades enzimáticas mediante api® ZYM, les 

permitió constatar que: i) todas las cepas carecían de actividad -

galactosidasa, -galactosidasa, -glucoronidasa, N-acetil--glucosaminidasa y 

-manosidasa; ii) todas ellas presentaban actividad C4 esterasa, C8 esterasa 

lipasa, C14 lipasa, leucina arilamidasa, cistina arilamidasa, fosfatasa ácida, 

naftol-AS BI-fosfohidrolasa, -glucosidasa y -glucosidasa; iii) los resultados 

para las restantes actividades fueron variables (fosfatasa alcalina, 98,6%; -

fucosidasa, 73,2%). Todo lo cual les permitió definir tres biotipos (1 a 3), y la 

relación existente entre el biotipo 2 y las cepas aisladas de pacientes VIH, ya 

que en dicho tipo, caracterizado por la ausencia de actividad -fucosidasa, 

quedaban incluidos los aislados no identificados mediante Gen-Probe y la 

mayoría de los aislados procedentes de pacientes VIH positivos (Tortoli et al., 

1994a) (Tabla 1.2). 

Tabla 1.2.- Esquema de biotipia según Tortoli et al. (1994b). 

Biotipo – fucosidasa Fosfatasa alcalina Sonda AccuProbe Frecuencia (%) 

1 + + + 71,8 

2 - + - 1,4 

3 + - + 26,8 

 

En un trabajo presentado por el grupo GEMKA en el que se analiza 

la biodiversidad de los aislamientos clínicos de M. kansasii en España 

mediante su caracterización genotípica y fenotípica, en el periodo comprendido 

entre los años 2000 y 2003, se describe la existencia de ocho biotipos (Tabla 

1.3), de los cuales el más prevalente es el biotipo 1 con un 83,9% (Calatayud et 

al., 2004). 
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Tabla 1.3.- Esquema de biotipia según el grupo GEMKA (Calatayud et al., 2004). 

Biotipo Nitratasa Catalasa 68º Hidrólisis del Reducción del Frecuencia (%) 
1 + + + + 83,9 

2 + + - + 5,6 

3 + + +/- + 4,9 

4 - + + + 2,8 

5 - + - + 0,7 

6 -/+ + + - 0,7 

7 + - + - 0,7 

8 - + +/- + 0,7 

 

Jiménez-Pajares et al. (2005), señalan que esta especie muestra una 

gran variabilidad fenotípica, ya que el 42,6% de las cepas incluidas en su 

estudio presentaban características fenéticas distintas a las descritas como 

típicas de M. kansasii, en lo que se refiere a aspectos tan fundamentales como 

la producción de pigmento tras fotoinducción, acumulación de niacina y 

reducción de los nitratos; todo ello, unido a la rapidez de la hidrólisis del Tween 

80 y a la actividad ureolítica, les permitió establecer la existencia de 17 

biotipos, de los cuales el predominante era el biotipo 1 (Tabla 1.4). 

Tabla 1.4.- Esquema de biotipia de Jiménez-Pajares et al. (2005). 

Biotipo Pigmento Nitratasa Niacina Ureasa Hidrólisis del 
Tween 80* 

Frecuencia (%)

1 + f + - + + 1 día 44,6 

2 + f + - - + 1 día 12,7 

3 + f + - + + 3 día 12,1 

4 + f + - - + 3 día 7,7 

5 + f + - + + 5 día 4,4 

6 + f + - - + 5 día 1,0 

7 + f + - + - 1,7 

8 + f - - + + 1 día 5,0 

9 + f - - - + 1 día 1,0 

10 + f - - + + 3 día 2,7 

11 + f - - - - 0,3 

12 + f + + + + 1 día 2,7 

13 + f + + + + 3 día 0,3 

14 - + - + + 1 día 0,3 

15 - + - + + 3 día 0,3 

16 - + - - + 5 día 1,0 

17 - - - + + 1 día 1,0 

f: fotocromógeno; * : reacción positiva en el tiempo señalado. 
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1.2.3.2 Diversidad genética. 

Desde hace más de diez años, diferentes métodos de tipificación 

molecular se han empleado para el estudio de M. kansasii (Zhang et al., 

2004a). El análisis de la secuencia del gen 16S rRNA (Ross et al., 1992), la 

amplificación de la región espaciadora 16S-23S rRNA (Abed et al., 1995), la 

PCR y análisis de restricción del gen hsp-65 (PRA) (Plikaytis et al.,1992; Telenti 

et al., 1993), y la detección de la secuencia de inserción IS1652 (Yang et al., 

1993) permitieron determinar que M. kansasii contenía subespecies 

genéticamente distintas, que no se podían poner de manifiesto mediante las 

pruebas bioquímicas convencionales.  

En el estudio realizado por Ross et al. (1992), se caracterizaron 

aislados de Australia, Bélgica, Japón, Sudáfrica y Suiza mediante una sonda de 

DNA específica de M. kansasii (pMK1-9); de los 105 aislados estudiados, 20 

dieron un resultado negativo con esta técnica, y de ellos 19 mostraron 

diferencias parciales en la secuenciación del gen 16S rRNA. Sin embargo, las 

85 cepas restantes con resultado positivo tenían en común la mayoría de las 

bandas, con variaciones menores en las bandas de más alto peso molecular, 

indicando que dentro de este grupo la variabilidad genética era baja.  

Los estudios de Telenti et al. (1993) y Devalois et al. (1997), 

mediante análisis de los fragmentos de restricción del amplicón del gen hsp65 

(PRA), demostraron que los aislados de origen humano y ambiental podían ser 

clasificados en cinco subespecies o grupos taxonómicos (I a V). Estos 

resultados fueron confirmados por Picardeau et al. (1997) y Alcaide et al. 

(1997).  

Posteriormente, se han descrito dos nuevos subtipos (VI y VII) 

mediante PRA y secuenciación de la región espaciadora 16S-23S rRNA 

(Richter et al., 1999), y secuenciación del gen 16S rRNA (Taillard et al., 2003), 

respectivamente. De los siete grupos genéticos descritos, M. kansasii I es el 

subtipo causante de enfermedad en el hombre más prevalente en todo el 

mundo. 
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En España, los estudios de Jiménez-Pajares et al. (2005) y Alcaide et 

al. (2006) demuestran inequívocamente que el genotipo I es el más 

frecuentemente aislado a partir de muestras clínicas, con frecuencias que 

varían entre el 86,6% y el 92,5 %, respectivamente. Cardeñosa et al. (2006) en 

un estudio realizado sobre 230 aislamientos procedentes de 15 comunidades 

autónomas españolas, concluyen que a pesar de la heterogeneidad genética 

de la especie, un solo subtipo (genotipo I) es el más prevalente, 

caracterizándose éste por una importante homogeneidad fenética.  

1.3 Aspectos epidemiológicos. 

1.3.1 Hábitat y mecanismo de transmisión. 

Numerosos estudios demuestran que M. kansasii es una 

micobacteria ambiental cuyo hábitat natural es el agua, pero su presencia en 

este elemento no es universal. Este organismo ha sido aislado de aguas 

superficiales, de aguas para uso industrial y de aguas potabilizadas, tanto de 

sistemas de distribución doméstica (1,5% a 49%) como de redes hospitalarias 

(3,5% a 20,3%) (Tabla 1.5), así como, a partir de las aguas de acuarios, en la 

región de Moldavia (Beran et al., 2006). 

Existen varias razones que justifican la presencia de micobacterias 

ambientales en las redes de distribución del agua, como son su elevada 

resistencia innata al cloro y otros biocidas, relacionada con la impermeabilidad 

celular debida a la peculiar composición parietal micobacteriana, y su 

supervivencia durante largos periodos de tiempo en situaciones extremas de 

carencia de nutrientes, debida a su capacidad de adaptación a condiciones 

medioambientales adversas, que se ve favorecida por la tasa de división celular 

(Primm et al., 2004).  

Steadham (1980) y Joynson (1979), refieren su aislamiento a partir 

de muestras de agua potable con cloro libre entre 0,1 y 0,2 mg/L y su 

supervivencia in vitro en agua potable durante más de 12 meses. Además, las 

micobaterias ambientales debido a la hidrofobicidad celular tienen la capacidad 
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de adherirse a superficies, y por tanto pueden dar lugar a biofilms que facilitan 

la colonización y su persistencia en los sistemas de distribución (Primm et al. 

2004; Vaerewijck et al., 2005). Schulze-Robbecke & Fischeder (1989) refieren 

la formación de biofilms que contenían micobacterias, en el interior de tubos de 

silicona perfundidos durante 10 meses con agua de un sistema de distribución 

contaminado naturalmente por M. kansasii y Mycobacterium flavescens, y la 

recuperación del primero a razón de 2 x 105 UFC/cm2. 

Tabla 1.5.- Resumen de algunos estudios sobre la presencia de M. kansasii en fuentes  ambientales.

País Referencia Fuente Aislamiento  de  
M. kansasii (%) 

Agua de jacuzzis + 3 veces que MAC
Havelaar et al. (1985) 

Agua de piscina - 

Agua potable de uso doméstico + 
Alemania 

Fischeder et al. (1991) 
Agua de plantas de potabilización - 

Agua de plantas de potabilización - 

Agua potable de uso doméstico + (1,8)Kaustova et al. (1981) 

Agua potable de uso hospitalario + (3,5)

Slosarek et al. (1994) Agua potable + (1,5 a 1,9)

Agua potable de uso doméstico + (7)

Agua para uso industrial + (43,7)

Suelo - 

Chequia 

Chobot et al. (1997) 

Pequeños roedores - 

China Chang et al. (2002) Agua potable  de uso hospitalario + (4,1)

Finladia Torvinen et al. (2004) Agua potable - 

Francia Le Dantec et al. (2002) Agua potable - 

Steadham (1980) Agua potable + (42,1)

Carson et al. (1988) 
Agua potable de centros de 

hemodiálisis 
- EEUU 

Bland et al. (2005) Aguas superficiales + 

Holanda Engel & Berwald (1980b) Agua potable de uso doméstico + (49)

Aguas superficiales + 
India Parashar et al. (2004) 

Suelo - 

Portugal Santos et al. (2005) Agua potable + (21,5)

Reino Unido Wright et al. (1985) Agua potable de uso hospitalario + (20,3)

Sudáfrica September et al. (2004) Agua potable - 
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Por otro lado, las micobacterias acuáticas en su hábitat natural, en 

estado planctónico o formando agregados, se relacionan con otros organismos 

algunos de los cuales son predadores natos, como las amebas de vida libre. 

Pero las micobacterias acuáticas, a diferencia de las telúricas, son capaces de 

sobrevivir y multiplicarse en el interior de estos organismos (Primm et al., 2004; 

Cirilo et al., 1997). Thomas et al. (2006), en un estudio sobre la biodiversidad 

de las amebas y de las bacterias resistentes a éstas en la red de distribución 

de agua de un hospital, refieren el aislamiento de Mycobacterium gordonae, M. 

kansasii y Mycobacterium xenopi en el 20,5% de las muestras analizadas, y 

hallan una asociación significativa entre la presencia de amebas y de 

micobacterias (p= 0,0009), lo que les sugiere que las amebas constituyen un 

reservorio de estos organismos. 

M. kansasii se ha recuperado en muy pocas ocasiones de aguas  

fluviales y lacustres (Collins et al., 1984), y excepcionalmente a partir de 

muestras telúricas o de animales (Wolinsky & Rynearson, 1968). Estudios 

recientes realizados en Chequia e India describen su ausencia en el reservorio 

telúrico (Chobot et al., 1997; Parashar et al., 2004) y en pequeños roedores 

(Chobot et al., 1997). No obstante, su aislamiento a partir de otras fuentes 

animales está documentado microbiológicamente: cucarachas (Periplaneta 

americana) recolectadas en hospitales de Taiwan (Pai et al., 2003), a partir del 

líquido pleural de un perro en EEUU (Pressler et al., 2002), de nódulos 

linfáticos de ganado vacuno en Irlanda del Norte (Hughes et al., 2005), y de 

muestras tisulares de peces clínicamente sanos de acuarios de la región de 

Moldavia, Chequia (Beran et al., 2006). 

Todavía no se ha podido establecer una relación epidemiológica 

clara entre estos reservorios naturales y la enfermedad humana. La infección 

parece que se adquiere a partir del medio ambiente, que es su reservorio 

principal, a través de agua contaminada o aerosoles, siendo rara la transmisión 

interhumana, que no ha podido ser totalmente demostrada. No obstante, hay 

que tener presente que el aislamiento de M. kansasii no es una prueba 

definitiva de enfermedad, ya que puede actuar como agente contaminante 
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circunstancial, suponiendo más una colonización del tracto respiratorio que una 

infección (Ahn et al., 1982). 

1.3.2 Factores epidemiológicos, incidencia y prevalencia. 

Desde mediados de la década de los años 80 se ha observado un 

cambio importantísimo en la prevalencia de las micobacterias no tuberculosas, 

que se ha traducido por un notable incremento porcentual respecto al total de 

aislamientos micobacterianos; además, existe una marcada variabilidad 

geográfica en cuanto a la prevalencia de enfermedades causadas por dichas 

micobacterias y las especies implicadas (Wallace et al., 1997). Martín-

Casabona et al. (2004) refieren que en Bélgica, Chequia y en la costa 

mediterránea española predominan las micobacterias no tuberculosas 

pigmentadas, mientras que en Dinamarca, Finlandia, Reino Unido, Turquía y en 

la costa atlántica brasileña predominan los aislados no pigmentados. M. 

kansasii es la causa más frecuente de enfermedad pulmonar por micobacterias 

oportunistas en el Reino Unido, Oeste de Europa y diversas partes de los 

EEUU (Evans et al., 1996b).  

En Estados Unidos, desde hace años, M. kansasii se ha perfilado 

como una causa importante de infección por micobacterias no tuberculosas, 

siendo el agente etiológico más frecuente de micobacteriosis pulmonar no 

tuberculosa en la zona central, mientras que en las zonas rurales del sudeste la 

causa más frecuente es M. avium complex. (Christianson & Dewlett, 1960). Así, 

la enfermedad presenta una alta incidencia en regiones del medio y bajo oeste 

de Estados Unidos. En el estudio realizado por Bloch et al. (1998) en el norte 

de California, se estima una incidencia de 2,4 casos/ 105 adultos/año entre la 

población general, de 115 casos/ 105 pacientes VIH +/ año y de 647 casos/  105 

pacientes con SIDA/ año. Esta incidencia es mucho más elevada que las 

referidas en épocas anteriores, como la determinada durante los años 1982-

1983 por el laboratorio de vigilancia nacional, que estimó una prevalencia de 

0,3 casos /105 habitantes. 
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En el Reino Unido, este organismo es la causa más frecuente de 

infección pulmonar por micobacterias no tuberculosas en población no VIH 

(Evans et al., 1996b). Los pacientes VIH constituyen una población de mayor 

riesgo por la severa inmunosupresión, que actúa como factor predisponente 

para la diseminación del proceso (Sherer et al., 1986; Horsburgh & Selik, 

1989).  M. kansasii es una causa frecuente, tras M. avium complex, de 

enfermedad pulmonar y/o diseminada en pacientes con SIDA. Sin embargo, 

Yates et al. (1993) en un estudio realizado en el sudeste de Inglaterra no 

observaron un incremento significativo del número de infecciones causadas por 

M. kansasii desde el comienzo de la epidemia de SIDA, lo que enfatiza el 

posible papel de la distribución geográfica en la epidemiología de la infección 

por M. kansasii. 

 

En España, según Hernández et al. (1990), este microorganismo es 

la causa más frecuente de infección pulmonar por micobacterias no 

tuberculosas. Afecta a pacientes de mayor edad que M. tuberculosis, con 

enfermedades sistémicas o pulmonares crónicas de base, siendo capaz de 

producir enfermedad diseminada en pacientes con alteración de la inmunidad 

celular, como los tratados con glucocorticoides e inmunosupresores, 

Figura 1.2.- Distribución de los casos
 (Alcaide et al., 2006). 
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trasplantados, pacientes con enfermedades autoinmunes y hematológicas, y 

pacientes con síndrome de inmunodeficiencia adquirida (Castro et al., 1998). 

Alcaide et al. (2006), refieren que se aísla con más frecuencia en las 

zonas más densamente pobladas (Figura 1.2). De modo que en el sexenio 

2000-2005, las comunidades con mayor número de casos registrados fueron 

Cataluña (32,4%), Euskadi (29%), la Comunidad Valenciana (9,1%) y la 

Comunidad de Madrid (7,4%) (Tabla 1.6). 

Estos datos son similares a los descritos por Jiménez-Pajares et al. 

(2005), quienes señalan que las comunidades con mayor porcentaje de 

aislados son aquellas que tienen una actividad industrial mayor y la población 

se agrupa en grandes zonas urbanas (Tabla 1.6). Sin embargo, entre ambos 

estudios existe un sesgo evidente: el de Alcaide et al. (2006) se basa en los 

resultados de un estudio multicéntrico retrospectivo-prospectivo en el que 

participan 92 hospitales, mientras que en el de Jiménez-Pajares et al. (2005) se 

describen los resultados obtenidos con los aislados remitidos al Centro 

Tabla 1.6.- Frecuencia de aislamiento de M. kansasii en las diferentes Comunidades Autónomas 
de España (Jiménez-Pajares et al., 2005; Alcaide et al., 2006). 

Comunidad 
Jiménez- 

Pajares et al.* 

Alcaide et al.* Comunidad 
Jiménez- 

Pajares et al.* 

Alcaide et al.* 

Andalucía 2,7 3,0 Galicia 3,4 0,5

Aragón - 7,2 Euskadi 21,8 29,0

Asturias 12,1 5,3 Extremadura 1,3 0,3

Canarias - 0,8 La Rioja 0,3 -

Cantabria 1,7 1,0 Madrid 28,5 7,4

Castilla y León 7,0 1,8 Murcia 2,0 0,2

Castilla – La Mancha 0,7 0,1 Navarra 1,0 1,7

Cataluña 10,7 32,4 Principado de Asturias 12,1 -

Comunidad Valenciana 6,7 9,1 *: porcentaje sobre el total de aislados identificados
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Nacional de Microbiología durante el cuatrienio 2000-2003. En la Comunidad 

Valenciana, en el área de influencia del Hospital Clínico Universitario de 

Valencia, M. kansasii es la segunda especie más prevalente (6,6%), tras M. 

tuberculosis (Fraile et al., 2006). Martínez Moragón et al. (2001), en un estudio 

realizado sobre pacientes del área de Hospital Universitario La Fe de Valencia, 

describen que M. kansasii es la micobacteria no tuberculosa más prevalente 

(54,0%), seguida de Mycobacterium avium complex (40%), aunque en los 

pacientes VIH positivos predomina M. avium complex (61%) y en los no VIH 

predomina M. kansasii, con un 76,0%.   

Alcaide et al. (2006), señalan que el aislamiento de M. kansasii es 

más común en los hombres que en las mujeres (78,1% frente al 21,9% de los 

casos), que la edad media de los pacientes es de 54 años y la proporción de 

individuos portadores de anticuerpos frente a VIH es del 12,4%, de los cuales 

el 73% reúnen criterios de enfermedad por M. kansasii, frente al 77,6% del 

resto de la población. Leal et al. (2005), refieren que la edad media de los 

pacientes infectados por este organismo es de 53,01 años para los hombres y 

de 48,2 años para las mujeres, con una mayor prevalencia entre los 50-60 años 

y los 30-40 años, respectivamente; además, hallan que el proceso es más 

frecuente entre hombres (84,1%), en los pacientes sin infección por VIH 

(83,6%), y que las enfermedades de base más frecuentes son EPOC (25,9%), 

tuberculosis (20,5%), hepatopatía crónica (11,4%), úlcera duodenal (8,6%), 

cáncer de pulmón (7,7%), infección por VIH (7,3%) y otros procesos 

neoplásicos (6,8%). 

Los estudios realizados en nuestro país sobre la incidencia de la 

infección por M. kansasii demuestran la existencia de diferencias poblacionales 

y loco-regionales importantes. En Elche, Rodríguez et al., (2003) señalan que si 

bien la incidencia global es baja (0,27 casos/100.000 habitantes año), este 

parámetro entre los pacientes VIH asciende a 75,1 casos/100.000 habitantes/ 

año; mientras que en el área metropolitana de Bilbao, Leal et al. (2005) hallan 

incidencias que varían entre los 2,05 casos/100.000 habitantes/ año, del Área 
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de Salud de Uribe, y los 8,05 casos/100.000 habitantes/año, del Área de Salud 

de Margen Izquierda-Encartaciones. 

1.3.3 Epidemiología molecular. 

El primer método de tipificación desarrollado para M. kansasii fue la 

fagotipia (Engel & Berwald, 1980a). Sin embargo, la laboriosidad y las 

dificultades de la técnica, unido a la dificultad de interpretación de los 

resultados y su baja reproductibilidad, determinaron que dicho método no fuera 

ampliamente utilizado.  

En los últimos años, diferentes métodos de tipificación molecular 

basados en el análisis del polimorfismo de fragmentos de restricción, obtenidos 

mediante electroforesis en campo pulsante (PFGE) (Alcaide et al., 1997; Iinuma 

et al., 1997; Picardeau et al., 1997) y tras electroforesis previa amplificación 

específica (AFLP) (Picardeau et al., 1997; Gaafar et al., 2003) o aleatoria 

(RAPD) (Alcaide et al., 1997), han sido utilizados como herramientas 

epidemiológicas.  

La electroforesis en campo pulsante (PFGE) es una técnica 

ampliamente utilizada para tipificar diferentes microorganismos en brotes 

epidemiológicos y estudios poblacionales. Sin embargo, en el caso de las 

micobacterias, la especial composición de su pared celular y motivos de 

bioseguridad, han hecho que el desarrollo de protocolos normalizados sea 

especialmente complejo y que los resultados obtenidos sean difíciles de 

reproducir (Singh et al., 1999). La ausencia de protocolos que permitan 

generar, almacenar y comparar patrones PFGE, ha limitado su uso en estudios 

de epidemiología molecular sobre micobacterias (Singh et al., 1999). En este 

sentido, los trabajos realizados por diversos investigadores han aportado datos 

contradictorios en cuanto a la capacidad del método para determinar la 

diversidad genética de aislados de un mismo genotipo y su utilidad en la 

epidemiología molecular. En el caso de M. kansasii, Picardeau et al. (1997) 

mediante PFGE, refieren la obtención de cuatro patrones entre las 24 cepas del 

subtipo I que estudiaron con la endonucleasa DraI. Por otra parte, Alcaide et al. 
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(1997) hallan una aparente clonalidad entre los aislados de la subespecie I, que 

relacionan con el insuficiente poder discriminatorio de la técnica. Sin embargo, 

Iinuma et al., (1997), describen la existencia de diversos patrones PFGE entre 

los aislados de M. kansasii estudiados, concluyendo que se trata de una 

técnica con gran capacidad de tipificación, reproducible y alto poder 

discriminatorio. 

La técnica AFLP es un método con muy buenas expectativas como 

técnica de tipificación bacteriana (Huys et al., 2000). Es un método prometedor, 

novedoso y que combina la aplicabilidad universal con alto poder de 

discriminación y reproductibilidad (Janssen et al., 1996). Clásicamente, se basa 

en la ligación de adaptadores a fragmentos de restricción selectivos y posterior 

amplificación de los mismos mediante PCR con iniciadores específicos que se 

unen a dichos adaptadores (Salvelkoul et al., 1999). Para ello se requiere una 

pequeña cantidad de DNA genómico purificado (10-100 ng) que es digerido con 

dos enzimas de restricción y los adaptadores de doble cadena se ligan a los 

fragmentos de restricción obtenidos. Posteriormente, se realiza una 

amplificación mediante PCR con iniciadores marcados radiactivamente, y los 

productos de tal amplificación son separados electroforéticamente en geles de 

poliacrilamida (Vos et al., 1995). Debido a los problemas derivados del uso de 

iniciadores marcados radiactivamente, también se han desarrollado iniciadores 

fluorescentes que permiten la detección de los fragmentos en aparatos de 

secuenciación automática. Existen muchas variantes de esta técnica. Una de 

ellas, se basa en el uso de un solo enzima de restricción, un solo adaptador y 

el empleo de iniciadores no marcados junto con electroforesis en geles de 

agarosa (Valsangiacomo et al., 1995). Esta forma simplificada presenta 

diversas ventajas sobre la forma clásica, ya que permite la detección de 

patrones polimórficos, sin necesidad de usar iniciadores marcados y sin tener 

que usar geles de poliacrilamida. Los resultados obtenidos mediante el análisis 

AFLP con el enzima de restricción PstI con respecto a la diferenciación de 

cepas dentro de cada uno de los cinco subtipos de M. kansasii, mostraron que 

los patrones dentro del subtipo I eran muy similares o incluso idénticos y sólo 

unas pocas cepas, presentaban patrones diferentes del compartido por la 
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mayoría de ellas (Picardeau et al., 1997). Si embargo, Gaafar et al. (2003), 

logran describir 12 clusters diferentes entre los aislados del subtipo I utilizando, 

según Valsangiacomo et al. (1995), un solo enzima de restricción (ApaI) que 

teóricamente corta el genoma de microorganismos con alto contenido en 

guanina+citosina, como es el caso de M. kansasii (G+C del 64%) con una 

frecuencia media de corte (Janssen et al., 1996), un solo adaptador e  

iniciadores no marcados.  

1.4 Patogénesis. 

1.4.1 Determinantes de patogenicidad. 

M. kansasii es una de las principales micobacterias no tuberculosas 

causante de enfermedad pulmonar en pacientes inmunocompetentes y de 

enfermedad pulmonar, extrapulmonar y diseminada en pacientes 

inmunodeprimidos. Sin embargo, se sabe muy poco acerca de los factores de 

virulencia y de los mecanismos de patogenicidad de M. kansasii para invadir y 

sobrevivir en el huésped infectado. Las similitudes clínico-epidemiológicas 

(Evans et al., 1996a; Evans et al., 1996b) y las relaciones filogenéticas (Roth et 

al., 1998) existentes entre este organismo y M. tuberculosis, sugieren la posible 

existencia de mecanismos patogénicos similares y que ambas especies 

podrían expresar factores de virulencia relacionados (Arend et al., 2005). 

Las micobacterias tienen una serie de propiedades biológicas que 

determinan sus características ecológicas, epidemiológicas y patogénicas. La 

peculiar velocidad de crecimiento de estos organismos guarda relación con el 

número de cistrones de rRNA 16S que presentan, de modo que las especies 

de crecimiento lento tienen un único cistrón, frente a los dos que comúnmente 

tienen las especies de crecimiento rápido; este hecho facilita la aparición de 

resistencias mutacionales frente a los antibióticos inhibidores de la síntesis 

proteica y, en el caso de aquellas micobacterias que reconocen un reservorio 

medioambiental, su adaptación a condiciones adversas del ecosistema (Primm 

et al., 2004).  
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Como ha sido señalado, es en la pared celular de la micobacterias 

donde se localizan los factores de patogenicidad, virulencia e interacción 

molecular con las células del hospedador (Rastogi & Barrow, 1994). La 

envoltura celular de las micobacterias es una estructura compleja, con gran 

riqueza lipídica (Rastogi & Barrow, 1994), y en ella se localizan los antígenos 

que permiten la interacción con las células del hospedador (Wiker & Harboe, 

1992; Naito et al., 2005). 

Los lípidos parietales tornan impermeable la célula bacteriana, hecho 

que determina su resistencia innata a numerosos antibióticos y biocidas, 

incluido el cloro, y facilita la supervivencia intracelular en las amebas de vida 

libre y en las células animales de estirpe fagocitaria. Por otro lado, en el caso 

de las micobacterias ambientales de reservorio acuático, la hidrofobicidad 

celular debida a los lípidos parietales, determina entre otros hechos, su fijación 

a las superficies de materiales y celulares, que facilita: i) la formación de 

biofilms y los mecanismos de fagocitosis; ii) su concentración en la interfase 

agua-aire y su rápida aerosolización (Primm et al., 2004).  

Las micobacterias, entre ellas M. kansasii, presentan a nivel parietal 

un antígeno proteico denominado “complejo antigénico 85” (Ag 85), que es 

secretado al medio (Wiker & Harboe, 1992; Naito et al., 2005). Este antígeno, 

tiene actividad micoliltransferasa, interviene en la biosíntesis de la pared 

micobacteriana (Belisle et al., 1997) y esta conformado por tres componentes 

estructuralmente relacionados (Ag 85A, Ag 85B, Ag 85C), de los cuales el 

mejor conocido es el Ag 85B. Además, tiene afinidad por la fibronectina, lo que 

facilita la fijación de las micobacterias sobre las superficies celulares 

recubiertas por esta proteína y su penetración en las células del hospedador 

(Thole et al., 1992). En el caso de M. tuberculosis, el Ag 85 es considerado 

como el antígeno inmunodominante, es decir, aquél que produce una mayor 

estimulación de las ramas efectoras celular y humoral del sistema inmunitario, 

el que induce la síntesis de INF-γ (Huygen et al., 1988; Valle et al., 2001) y 

provoca una inmunidad protectora frente a la infección por este microorganismo 

(Andersen, 1994). Pero este antígeno, según señala Godfrey et al. (1992) 
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podría modular negativamente el establecimiento y la expresión in vivo de la 

hipersensibilidad retardada, ya que podría unirse e inactivar la fibronectina 

sintetizada por las células T sensibilizadas, que se asocia al desarrollo de dicha 

reacción inflamatoria, y generar un estado anérgico frente a antígenos 

micobacterianos.   

Recientemente, Naito et al. (2005) han demostrado que el Ag 85B de 

M. kansasii presenta dos epítopos ligadores de fibronectina, altamente 

conservados en otras micobacterias, de los cuales el conformado por los 

aminoácidos 84 a 110, según demuestran los ensayos de inhibición, estaría 

localizado en la superficie parietal lo que facilitaría la interacción bacteria-

célula. Siemion & Wieczorek (2003), observaron que péptidos antiadhesivos 

derivados de la fibronectina y del antígeno leucocitario humano DQ (HLA-DQ) 

son potentes inhibidores de la fagocitosis  de M. kansasii. 

Otro componerte parietal son los lipomananos (LM) y 

lipoarabinomananos (LAM), glucolípidos complejos restringidos al género 

Mycobacterium, conocidos en el caso de M. kansasii como KanLM y KanLAM, 

respectivamente (Guéraldel et al., 2003). De ellos, los mejor estudiados son los 

LAM, que actúan como importantes factores de virulencia para muchas 

micobacterias, ya que facilitan los mecanismos de interacción entre éstas y las 

células de estirpe fagocitaria, y modulan la respuesta del hospedador 

inhibiendo inespecíficamente la activación de los linfocitos, la presentación de 

antígenos y la activación de los macrófagos, entre otras actividades (McNeil & 

Brennan, 1991). Atendiendo a la cadena terminal hidrocarbonada asociada al 

dominio arabinano, han sido descritos tres tipos de LAM: ManLAM (manosil-

LAM), detectado en M. tuberculosis complex, M. avium complex, 

Mycobacterium leprae y M. kansasii, entre otros; PILAM (fosfatidil-inostol-LAM) 

presente en las micobacterias no patógenas, vgr. Mycobacterium smegmatis; 

AraLAM (arabinosil-LAM) característico de Mycobacterium chelonae.  

Astarie-Dequeker et al. (1999), señalan que los residuos manosil de 

ManLM y ManLAM serían los ligandos que reconocerían los receptores 

manosil-manosa de los macrófagos humanos, y que su interacción permitiría la 
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internalización de las micobacterias y prevendría la fusión fagolisosomial en 

condiciones no opsónicas. Por otro lado, Le Cabec et al. (2000) y Peyron et al. 

(2000) refieren que los receptores CR3 de los macrófagos y neutrófilos son una 

puerta segura para la internalización de las micobacterias, incluido M. kansasii, 

en condiciones no opsónicas, dado que su actividad lectinoide con afinidad por 

los residuos manosil-manosa existentes en la pared micobacteriana permitiría 

la internalización y multiplicación intracelular. 

Existen evidencias que sugieren que la evasión de la apoptosis de 

los macrófagos inducida por la infección de micobacterias patógenas 

representa un mecanismo de escape de las defensas del hospedador, ya que 

permite la creación de un ambiente favorable para su desarrollo intracelular. 

Este fenómeno guarda relación con el tipo de LAM existente en la pared 

celular, ya que su comportamiento como moléculas anti-inflamatorias o pro-

inflamatorias viene dado por la presencia de residuos manosil (ManLAM) o 

fosfatidil-inositol (PILAM), respectivamente. De modo que ManLAM como 

consecuencia de la inhibición de la activación de los macrófagos y de la 

síntesis de TNF-α y del IL-12, inhibiría la muerte celular programada facilitando 

la multiplicación y la supervivencia intracelular de las micobacterias; mientras 

que el carácter pro-inflamatorio de PILAM induciría la activación macrofágica y 

la síntesis de citocinas pro-inflamatorias que conducirían a la muerte 

intracelular.  

Guerardel et al. (2003), en un estudio sobre las características 

estructurales y las actividades biológicas del LAM obtenido de aislados clínicos 

de M. kansasii (KanLAM), y su precursor el LM (KanLM), demostraron la 

singularidad de ambos lipoglicanos, y el carácter anti-inflamatorio y pro-

inflamatorio de KanLAM y KanLM, respectivamente. Hecho este último, 

corroborado por Vignal et al. (2003) quienes demuestran que: i)  KanLM 

estimula la expresión de mRNA y la síntesis de TNF-α y de IL-8 a partir de 

macrófagos humanos mediante su interacción con los receptores macrofágicos 

CD14 y TLR-2, y que el dominio manano es esencial para esta función; ii) la 

estimulación celular depende de la presencia de la proteína fijadora de 
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lipopolisacáridos (LPS-bp), responsable de la transferencia de glucolípidos a 

los CD14. Por otro lado, señalan que el dominio arabinano de KanLAM 

previene la interacción de esta molécula con CD14 y TLR-2, ya que la 

degradación de dicho dominio restaura la producción de citocinas. De modo 

que KanLM facilitaría la respuesta inflamatoria innata, mientras que KanLAM 

tendría un efecto antagónico. 

Por otro lado, el hecho de que los aislados de origen humano 

pertenezcan mayoritariamente al genotipo I (Ross et al., 1992; Alcaide et al., 

1997; Picardeau et al., 1997), podría reflejar la existencia de diferencias 

genéticas relacionadas con la virulencia entre este genotipo y los aislados 

medioambientales (Arend et al., 2005).  

A este respecto, Arend et al. (2005) en un estudio sobre la presencia 

en aislados clínicos y ambientales de M. kansasii de los genes esat-6 y cfp-10, 

presentes en la región RD1 de los genomas de M. tuberculosis y M. bovis, y 

sobre la síntesis de sus productos transcripcionales, las proteínas ESAT-6 y 

CFP-10, demostraron que todos los aislados presentaban ambos genes y  que 

todos ellos sintetizaban las proteínas ESAT-6 y CFP-10, aunque su 

concentración estaba relacionada con el genotipo. De modo que los genotipos I 

y II, producían cantidades equimoleculares de ambas proteínas, tal como 

sucede con M. tuberculosis y M. bovis, mientras que en los restantes genotipos 

incluidos en el estudio (III a V), la cuantía de  ESAT-6 frente a CFP-10 era 3:1. 

Todo lo cuál, les llevó a postular que los genotipos III a V deberían ser 

considerados como no patógenos, dado que al no existir concentraciones 

intracitoplasmáticas 1:1 de ambas proteínas, ESAT-6 no podría ser secretada y 

por lo tanto no produciría la citolisis de los neumocitos, como ocurre con M. 

tuberculosis y M. bovis. 

1.4.2 Factores dependientes del hospedador. 

Los factores de riesgo para la infección por M. kansasii incluyen la 

existencia de enfermedades pulmonares subyacentes, entre las que cabe 

destacar las alteraciones de la función ventilatoria (Ahn et al., 1976), la 
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neumoconiosis (Jenkins, 1981), la enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

(Gorse et al., 1983; Maliwan & Zvetina, 2005), y la fibrosis quística (Wolinsky, 

1979; Forslow et al., 2003), así como, el cáncer (Jacobson et al., 2000) y el 

alcoholismo (Maliwan & Zvetina, 2005). Por otro lado, la exposición continua 

que sufren las personas que trabajan en lugares en los que se genera polvo, 

tales como explotaciones de carbón, industria del acero y del vidrio es también 

considerada un factor de riesgo para la infección por M. kansasii (Marks, 1975, 

Falkinham, 1996).  

Lógicamente una situación de inmunodeficiencia es también un factor 

de riesgo para la infección por M. kansasii. Según Levine & Chaisson (1991) 

dicha situación y los bajos recuentos de linfocitos T CD4 parecen predisponer a 

que los pacientes sufran una diseminación de la infección.  

Wiedland et al. (2006) realizaron un estudio en modelo murino con 

ratones deficitarios en CD4. Aunque éstos presentaban una mayor 

susceptibilidad a padecer infecciones por M. tuberculosis, no presentaban 

mayor predisposición a padecer infecciones por M. kansasii si se comparaban 

con el grupo de ratones control. El estudio reveló finalmente que la respuesta 

inmune protectora frente a la infección por M. kansasii no depende de la 

presencia de linfocitos T CD4 o de la producción de IFN-γ. Esto hacía pensar 

que la infección por M. kansasii se producía en casos de complejas 

inmunodeficiencias, de modo que las células T CD4, el IFN-γ y las células T 

helper (respuesta celular tipo 1) jugaban un papel limitado en la inmunidad 

protectora frente a la infección pulmonar por M. kansasii.  

1.4.3 Colonización frente a Infección. 

M. kansasii raramente coloniza. Lillo et al. (1990) encontraron una 

proporción de enfermedad / colonización de 10:1, por lo que su aislamiento en 

número significativo de colonias es sinónimo de enfermedad.  

Para poder diferenciar colonización, contaminación y enfermedad 

pulmonar se siguen los criterios de la American Thoracic Society (Anonymous, 
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1990): i) cuadro clínico radiográfico compatible con tuberculosis pulmonar 

activa; ii) aislamiento en cultivo de múltiples colonias de la misma especie de 

micobacteria en dos o más esputos, o en esputo y broncoaspirado; iii) 

exclusión de otras posibles causas de enfermedad.  

No obstante, en los pacientes inmunodeprimidos, sobre todo en 

relación con la infección por VIH, muchos autores cuestionan tales criterios 

(Sancho y Carrión, 2002). La presencia de micobacterias oportunistas en 

secreciones respiratorias de pacientes VIH positivos, presenta un particular 

problema, ya que estos pacientes están frecuentemente infectados por 

micobacterias no tuberculosas sin evidencia de enfermedad pulmonar. Esta 

infección puede ser pasajera o reflejar una enfermedad diseminada o una 

afectación pulmonar subclínica (Wallace et al., 1997). 

1.5 Manifestaciones clínicas. 

M. kansasii es, tras M. avium complex la micobacteria oportunista 

que con mayor frecuencia ha sido relacionada con la producción de 

enfermedad, tanto en pacientes inmunocompetentes como inmunodeprimidos, 

afectos o no de SIDA (Choudhri et al., 1995). Aunque la forma más frecuente 

de presentación es la forma pulmonar, también puede causar otras infecciones 

localizadas, así como infecciones sistémicas (Wallace et al., 1997). 

1.5.1 Infecciones localizadas. 

1.5.1.1 Enfermedad pulmonar. 

La enfermedad pulmonar es la forma más frecuente de manifestación 

clínica de infección localizada por M. kansasii. En EEUU, esta micobacteria es 

la segunda micobacteria no tuberculosa, tras M. avium complex, que más 

frecuentemente causa enfermedad pulmonar. Se da en determinadas áreas 

geográficas y afecta principalmente a varones adultos de raza blanca, aunque 

puede afectar a pacientes de cualquier sexo, raza o edad; algunos de ellos con 

enfermedades pulmonares crónicas subyacentes, aunque la proporción de 

individuos con enfermedades de base es menor que en el caso de la 
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enfermedad pulmonar por M. avium complex. Los niños raramente desarrollan 

esta forma de presentación, salvo aquellos afectos de fibrosis quística 

(Wolinsky, 1979).  Forslow et al. (2003), describen en su trabajo que el 6,1% de 

los pacientes con fibrosis quística están infectados por micobacterias no 

tuberculosas, de los cuales el 9,1% corresponde a pacientes con cultivos 

positivos para M. kansasii. 

Clínicamente la infección pulmonar es insidiosa, de características 

similares a la producida por M. tuberculosis, con malestar general, astenia, 

fiebre, tos productiva, disnea, hemoptisis y pérdida de peso; es decir, unos 

signos y síntomas bastante inespecíficos, que incluso se pueden solapar con 

los de la enfermedad pulmonar subyacente. Ocasionalmente este organismo 

puede causar enfermedad neumónica o nódulo pulmonar solitario sin 

cavitación. La afectación basal de la pleura no se produce con frecuencia y el 

derrame pleural es raro (Evans et al., 1996a, 1996b). 

El estudio radiográfico de tórax puede mostrar imágenes variadas, 

que contrastan con el patrón típico de la enfermedad pulmonar por M. 

tuberculosis. Son muy frecuentes las lesiones cavitadas en lóbulos superiores 

(Gallont & Ko, 1996), que se observan en el 43 a 96% de los casos según las 

series (León et al., 1994). Evans et al. (1996a), en un estudio comparativo 

sobre los hallazgos radiográficos observados en pacientes con infección 

pulmonar por M. tuberculosis y M. kansasii, refieren que: i) en la infección por 

M. kansasii las alteraciones son comúnmente unilaterales y se localizan 

preferentemente en los lóbulos superiores, mientras que en el caso de 

infección por M. tuberculosis las lesiones se localizan generalmente en lóbulos 

inferiores; ii) la afectación de más de un segmento pulmonar, la presencia de 

broncograma aéreo y de derrame pleural es menos frecuente en el caso de 

infección por M. kansasii, que en la debida a M. tuberculosis; iii) la proporción 

de pacientes con lesiones cavitadas es similar en ambos grupos, aunque en el 

caso de infecciones asociadas a M. kansasii las lesiones son de menor 

diámetro. A pesar de ello, señalan que las diferencias detectadas no son 

suficientes para establecer el diagnóstico diferencial, aunque determinados 
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signos, como la presencia de derrame pleural o la afectación de lóbulos 

inferiores, hacen improbable la implicación etiológica de M. kansasii. 

1.5.1.2 Linfadenitis. 

Es la forma más frecuente de presentación de la enfermedad por 

micobacterias no tuberculosas en niños, y en ausencia de infección por VIH 

raramente se da en adultos (Wolinsky, 1995). Este proceso afecta a niños entre 

los 2 y 4 años de edad, siendo raro a partir de los 10 años. En ocasiones se 

describen como antecedentes la infección gingival, un traumatismo bucal o una 

erupción dentaria previa, pudiéndose contraer la infección por la ingesta de 

agua, tierra o alimentos contaminados. Suele afectar a ganglios de las cadenas 

cervicales anteriores y submaxilares, y con menos frecuencia a los de áreas 

preauriculares. Suele tener un curso crónico e insidioso con tendencia a la 

fistulización y cicatrización. En la literatura médica española, entre 1990 y 

2004, se recogen 23 casos de linfadenitis sobre un total de 35 casos de 

infecciones en niños producidas por micobacterias oportunistas (Baquero-

Artigao, 2005).  

En las series revisadas, M kansasii ocupa el tercer lugar, con 

frecuencias que varían entre el 1,8% (Flint et al., 2000) y el 5% (Albright & 

Pransky, 2003), tras M. avium complex (70-98,2%) y Mycobacterium 

scrofulaceum (10-20%) (Flint et al., 2000; Albright & Pransky, 2003).  

1.5.1.3 Otros procesos infecciosos. 

Se ha descrito la implicación de M. kansasii en procesos tan diversos 

como meningitis (Bergen et al., 1993; Flor et al, 1996), sinovitis y tenosinovitis 

(Zenone et al., 1999), artritis (Carroll et al., 1984; Bernard et al, 1999), 

osteomielitis (Yano et al, 2004),  síndrome del túnel carpiano (Blue et al., 2002), 

infección hepática y esplénica (Cook & Christie, 1999),  lesiones cutáneas e 

infecciones de tejido celular subcutáneo (Mayberry et al., 1965; Chaves et al.,  

2001) y afectación del sistema musculoesquelético (Barham & Hargreaves, 

2006). 
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También se ha descrito la posible implicación de M. kansasii en 

infecciones osteoarticulares generadas tras inoculación directa por traumatismo 

accidental, incisión quirúrgica, heridas punzantes o inyecciones (Wolinsky, 

1979; Falkinham, 1996). 

Las infecciones cutáneas por M. kansasii son muy raras (Chaves et 

al., 2001); la primera de ellas fue descrita en 1965 (Mayberry et al., 1965) y 

desde entonces se han recogido en la bibliografía casi 50 casos. Los pacientes 

tenían edades comprendidas entre 16 y 84 años. En el 72% de los casos 

existían alteraciones inmunológicas de base (quimioterapia, transplante renal o 

cardíaco, enfermedades inmunes o SIDA) u otros factores predisponentes 

(Breathnach et al., 1995), y en el 28% se trataba de pacientes 

inmunocompetentes por inoculación exógena tras pequeña lesión traumática, 

demostrada en dos tercios de los casos (Nadal et al., 1997). Breathnach et al. 

(1995) señalan que los factores de riesgo para la infección cutánea por M. 

kansasii, incluyen enfermedad sistémica, inmunosupresión, patología cutánea y 

la exposición a aguas contaminadas. 

 La afectación cutánea puede presentarse en forma de pápulas, 

nódulos, pústulas, úlceras costrosas, verrugas, abscesos, celulitis y úlceras 

orales o perianales. Chaves et al. (2001) describen el caso de una infección 

cutánea en una niña de seis años de edad no inmunodeprimida. Se pensaba 

que la vía de entrada, dado que la lesión apareció en verano, pudo ser un 

pequeño traumatismo en la piscina. La niña presentaba lesiones nodulares 

eritematosas y de aspecto costroso en el codo izquierdo, sin afectación del 

estado general, linfadenitis ni hepatoesplenomegalia. La lesión no respondió a 

la terapia inicial con amoxicilina y cloxacilina. La tinción de Ziehl-Neelsen de la 

biopsia cutánea reveló la presencia de BAAR. La exéresis quirúrgica se 

completó con cinco meses de tratamiento con eritromicina sin recurrencias de 

la lesión. 

Bartralot et al. (2000), en un estudio comparativo, refieren que la 

presencia de un patrón bifásico con microabscesos polimorfonucleares en 

dermis y tejido celular subcutáneo, así como la formación de granulomas 
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epiteloides con o sin necrosis, debería indicar la posibilidad de una infección 

por micobacterias no tuberculosas. Además, la duración de la infección y el 

estado inmunológico del hospedador son los dos parámetros fundamentales 

que conducen a la variabilidad de las manifestaciones clínicas e 

histopatológicas observadas en las infecciones cutáneas por micobacterias no 

tuberculosas. 

1.5.1.4 Infecciones en pacientes con neoplasias. 

Los pacientes con cáncer, particularmente los pacientes con 

leucemia, muestran un mayor riesgo que la población general para desarrollar 

infecciones por M. kansasii, sin mostrar la clínica típica de una infección 

micobacteriana, a pesar de presentar una afectación radiográfica extensa e 

importante. Jacobson et al. (2000), en un estudio retrospectivo sobre la 

incidencia de este microorganismo demuestran que es una causa infrecuente 

(25 casos/100.000 pacientes registrados) pero importante de enfermedad en 

pacientes con neoplasias, sobre todo de edad avanzada. Las manifestaciones 

de la infección en estos pacientes son variadas y van desde formas 

diseminadas (8%) a simples colonizaciones (20%), pasando por formas 

pulmonares ciertas (40%), probables (12%) y posibles (20%). 

Aunque las infecciones por M. kansasii en la población general se 

presentan típicamente como una enfermedad pulmonar cavitada que afecta a 

lóbulos superiores y que evoca una tuberculosis, la mitad de los pacientes con 

cáncer presentan infiltrados multilobares sin cavitación (Ahn et al., 1982; Lillo et 

al.,  1990). De modo que en estos pacientes, debido a la trascendencia clínica 

de una infección por micobacterias, es importante mantener la sospecha 

diagnóstica ante la aparición de nuevos infiltrados pulmonares con o sin signos 

clínicos de enfermedad. 

Un caso especial lo constituye la asociación de tuberculosis 

pulmonar y carcinoma de pulmón que es bien conocida en la literatura desde 

hace años. La incidencia de carcinoma broncogénico es mayor en los 

pacientes con tuberculosis que en la población general, lo que puede deberse a 
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varias razones: i) las zonas cicatriciales parenquimatosas presentan mayor 

predisposición a desarrollar neoplasias, sobre todo adenocarcinomas; ii) la 

tuberculosis puede reactivarse por la erosión de los focos caseosos 

encapsulados, debido a la infiltración de células neoplásicas (Tomás et al., 

1990); iii) la infección o reactivación puede estar favorecida por la 

inmunosupresión celular relacionada con la propia neoplasia, los 

procedimientos radio-quimioterápicos, o con la caquexia y malnutrición que 

conllevan las enfermedades malignas (Feld et al., 1976).  

El carcinoma broncogénico puede desarrollarse sobre procesos 

cicatriciales secundarios a lesiones tuberculosas o bien aparecer 

sincrónicamente (Fernández de Sevilla et al., 1988), pero la presentación 

simultánea de ambos procesos es poco frecuente, ocurriendo en el 1 a 3% de 

los pacientes con cáncer de pulmón según las series (Martínez et al., 1995), 

resultando excepcional la presentación sincrónica de infección pulmonar por 

micobacterias atípicas y el carcinoma broncopulmonar.  Zvetina et al., (1992), 

describen las primeras observaciones de infección pulmonar por M. kansasii en 

pacientes que habían sido tratados de neoplasias pulmonares y señalan que 

este organismo debe ser considerado en pacientes procedentes de áreas 

endémicas, especialmente en aquellos que hayan recibido tratamiento 

radioterápico. 

En el caso presentado por Sancho y Carrión (2002), la presencia de 

carcinoma epidermoide metastásico junto con imágenes cavitadas en la 

radiografía de tórax y aislamiento de bacilos ácido-alcohol resistentes en el 

esputo, hizo pensar inicialmente en la reactivación de un proceso tuberculoso 

antiguo en un paciente con carcinoma broncogénico, si bien la identificación de 

M. kansasii a partir de los cultivos obligó a replantearse la situación. Se han 

descrito otros casos de infección pulmonar por M. kansasii y carcinoma 

broncogénico sincrónico: Lillo et al. (1990) refieren que el 13,6% de los 

pacientes con cultivos positivos para M. kansasii, presentaban carcinoma 

broncogénico; Echevarria et al.  (1994) describen que el 7,4% de los pacientes 

con infección por M. kansasii, presentaban una neoplasia, sin especificar el 
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origen. Las causas por las que ambos procesos aparecen sincrónicamente 

serían las mismas que las descritas para la tuberculosis pulmonar, jugando un 

papel fundamental, la alteración del aclaramiento mucociliar y de la función de 

los macrófagos (Zvetina et al., 1992).  

1.5.2 Enfermedad diseminada. 

La infección diseminada por M. kansasii es un proceso raro, asociado 

comúnmente a estados de inmunodepresión, relacionados o no con la infección 

por VIH. No obstante, existen descripciones en pacientes inmunocompetentes 

como las realizadas por Suzuki et al. (2005) y Tsai et al. (2006) quienes 

refieren sendos casos, uno con afectación pulmonar y de la médula ósea en un 

paciente con síndrome del intestino corto, y otro con afectación multiorgánica 

en un paciente sin enfermedad de base, respectivamente. 

En los pacientes no VIH, este proceso ha sido descrito tanto en 

pacientes con inmunodepresión secundaria a la enfermedad de base cómo de 

origen iatrogénico por tratamiento con corticoides, cistostáticos y radiaciones 

ionizantes (Lichtenstein & MacGregor, 1983). Normalmente, se presenta como 

múltiples nódulos subcutáneos o abscesos que drenan espontáneamente, 

mientras que la infección por M. avium complex, que es el agente más 

frecuente, se suele manifestar por un cuadro de fiebre de origen desconocido. 

La mortalidad de este tipo de infección se correlaciona directamente con el tipo 

y severidad de la enfermedad subyacente (Wolinsky ,1979). 

En los pacientes VIH, la infección diseminada se da en estadios 

avanzados de la enfermedad con recuentos de CD4 <100 células/L y criterios 

diagnósticos de SIDA. Generalmente, la infección se produce por vía 

hematógena a partir de un foco pulmonar, y se acompaña de fiebre, astenia, 

pérdida de peso, sudoración nocturna, adenopatías generalizadas, a veces 

dolor abdominal y diarrea, así como, manifestaciones relacionadas con el 

órgano afecto. Estos hallazgos pueden confundirse con signos de enfermedad 

avanzada debidos a la propia infección por el VIH, aunque las adenopatías 

retroperitoneales o abdominales y la hepato-esplenomegalia pueden estar 
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presentes. La anemia es la alteración de laboratorio más frecuente. 

Comúnmente la infección diseminada se asocia a enfermedad pulmonar 

(Sherer et al., 1986; Horsburgh & Selik, 1989), y según señalan Sherer et al. 

(1986) la mayoría de los casos descritos en la literatura han sido de evolución 

fatal. 

La mortalidad asociada a la infección por M. kansasii depende 

evidentemente de varios factores, que incluyen además de la extensión de la 

infección, el estado de inmunosupresión del paciente, la presencia 

concomitante de otras enfermedades, y el adecuado cumplimiento del 

tratamiento.  En un estudio realizado en Estados Unidos sobre 302 pacientes 

durante un periodo comprendido entre 1952 y 1995, la mortalidad de la 

enfermedad causada por M. kansasii  alcanzó el 7,9%, aunque en dicho trabajo 

se incluían tanto pacientes inmunocompetentes como inmunodeprimidos 

(Maliwan & Zvetina,  2005).  

1.6 Diagnóstico microbiológico. 

El diagnóstico de las infecciones producidas por M. kansasii, como el 

de cualquier proceso infeccioso de probable etiología micobacteriana, es de 

tipo directo y se basa en la visualización, aislamiento en cultivo e identificación 

del agente causal, y en el estudio de sensibilidad a los antibióticos (Wallace et 

al., 1997). 

1.6.1 Procedimiento diagnóstico general. 

Según las recomendaciones de la American Thoracic Society 

(Wallace et al., 1997) las técnicas de tinción empleadas para el diagnóstico de 

la infección por M. tuberculosis son útiles para búsqueda de micobacterias no 

tuberculosas en material clínico. Para ello se pueden emplear dos métodos de 

tinción: uno de cribado, como la coloración con fluorocromos (auramina-

rhodamina), y otro de confirmación, como la tinción de Ziehl-Neelsen. La 

primera de las técnicas presenta mayor sensibilidad y requiere menor tiempo 

de búsqueda, aunque los resultados positivos deben ser confirmados con la 
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tinción de Ziehl-Neelsen (Salfinger & Pfyffer, 1994). La apariencia de las 

micobacterias no tuberculosas al microscopio es prácticamente indistinguible 

de M. tuberculosis, aunque M. kansasii, como ha sido señalado, presenta una 

morfología singular a modo de bacilo grueso y alargado teñido irregularmente, 

lo que le da un típico aspecto atigrado que puede orientarnos en el diagnóstico 

de especie (Alcaide y Benítez, 1999). 

M. kansasii es una micobacteria cultivable, de crecimiento lento, que 

se desarrolla tanto en medios de cultivo líquidos como sólidos. Pero la mayoría 

de las muestras remitidas para la investigación de micobacterias están 

contaminadas por la microbiota normal del hombre, hecho que determina la 

necesidad de tratar previamente las muestras con la finalidad de evitar el 

sobrecrecimiento bacteriano o fúngico durante la incubación de los cultivos.  

Los métodos de descontaminación y concentración recomendados 

para la recuperación de M. tuberculosis a partir de muestras clínicas, son útiles 

para las micobacterias no tuberculosas. No obstante, hay que tener en cuenta 

que éstas son mucho más sensibles al NaOH, por lo que se debe tener 

especial cuidado y no excederse en la concentración de NaOH ni en el tiempo 

recomendado de tratamiento de las muestras (Wallace et al., 1997). Los 

métodos de digestión y descontaminación que son empleados habitualmente 

en los laboratorios incluyen el pretratamiento de las muestras con laurilsulfato 

de sodio/NaOH (Tacquet et Tison, 1961) o N-acetil-L-cisteina / NaOH (Kent & 

Kubica, 1985). El procesamiento habitual con N-acetil-L-cisteina / NaOH 

seguido de ácido oxálico al 5% es un procedimiento que se debería considerar 

cuando exista la posibilidad de que las muestras estén contaminadas por 

Pseudomonas aeruginosa, sobretodo en pacientes con bronquiectasias 

(Wallace et al., 1997). 

El tratamiento de las muestras de sangre con agentes líticos mejora 

significativamente la detección de micobacterias en sangre, para lo cuál se 

pueden usar diferentes métodos: i) hemólisis con el Sistema Isolator (Wampole 

Laboratorios, USA) o con desoxicolato sódico; ii) inoculación directa de la 

muestra en los viales 13A del sistema Bactec® TB (Becton Dickinson, Sparks, 
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Maryland) o BD Bactec® MYCO/F-Lytic del sistema Bactec 9000 (Becton 

Dickinson Diagnostic Instrument Systems, USA). La recuperación de 

micobacterias mediante estas tres técnicas es aproximadamente la misma 

(Salfinger & Pfyffer, 1994).  

Para el aislamiento en cultivo, se deben seguir los principios 

considerados para M. tuberculosis. Los cultivos deberían ser inoculados en uno 

o más medios sólidos y en un medio liquido. No se recomienda el cultivo en 

medio sólido como único cultivo o cultivo primario, ya que suelen ser mucho 

más lentos. Básicamente, hay dos tipos de medios sólidos: aquellos que llevan 

una base de huevo y patata (Löwestein-Jensen) y los medios con una base de 

agar (Middlebrook 7H10 o 7H11). Estos medios son útiles para observar la 

morfología de las colonias y la capacidad de producir pigmentos, así como para 

cuantificar el número de organismos viables, con la finalidad de valorar su 

significación clínica y la respuesta al tratamiento (Wallace et al., 1997). 

Existen en el mercado diferentes medios líquidos comercializados, 

unos no automatizados, como el sistema bifásico agar/caldo Septi-Chek AFB 

System (Becton Dickinson, Sparks, Maryland) y Mycobacterial Growth Indicator 

Tube (MGIT) (Becton Dickinson, Sparks, Maryland); otros semiautomáticos, 

como el sistema radiométrico Bactec® TB 460 (Becton Dickinson, Sparks, 

Maryland), y otros automatizados no radiométricos como los sistemas ESP 

Culture System II (Difco Laboratorios, Detroit, MI), Bactec® MGIT 960 (Becton 

Dickinson, Sparks, Maryland) y MB/BacT® (bioMérieux Inc, Durham). 

Cuando se observa crecimiento en los medios empleados, o bien 

éste es detectado por los sistemas automatizados, lo primero que se debe 

realizar es una tinción por el método de Ziehl-Neelsen para confirmar que la 

positividad de los cultivos es debida al crecimiento de bacilos ácido-alcohol 

resistentes. 
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1.6.2 Identificación al nivel de especie. 

La identificación de M. kansasii puede llevarse a cabo mediante 

métodos convencionales, cromatográficos o genómicos (Alcaide y Benítez, 

1999). Tradicionalmente, los pilares fundamentales en los que se ha basado la 

identificación de M. kansasii, como la de las restantes micobacterias no 

tuberculosas, han sido los criterios considerados en la clasificación de Runyon 

respecto a la velocidad de crecimiento y la pigmentación de las colonias, las 

características morfo-culturales y las pruebas bioquímicas convencionales. De 

este modo, las pruebas de acumulación de niacina y catalasa termorresistente 

han sido los parámetros empleados para distinguir entre M. tuberculosis y otras 

micobacterias no tuberculosas de crecimiento lento. Las pruebas bioquímicas 

que clásicamente han caracterizado el perfil de los aislados de M. kansasii son 

la producción de catalasa, nitrato-reductasa y pirazinamidasa, así como la 

capacidad de hidrolizar el Tween® 80 (Tabla 1.7). 

La laboriosidad y lentitud de los procedimientos convencionales, y la 

eventual dificultad de llegar a una identificación inequívoca, han facilitado la 

introducción de métodos de diferenciación alternativos. Unos, como la 

cromatografía líquida de alta presión, que por el equipamiento necesario y la 

cualificación del personal son de aplicación casi exclusiva en los laboratorios 

de investigación y en los centros de referencia; otros, como los métodos 

moleculares más asequibles a los laboratorios clínicos. 

Las técnicas de detección de ácidos nucleicos se han convertido en 

los últimos años en la herramienta más eficaz para llegar a una identificación 

rápida y precisa al nivel de especie. Se han desarrollado técnicas basadas en 

la amplificación mediante PCR de un segmento de DNA y posterior análisis de 

los fragmentos obtenidos mediante enzimas de restricción (RFLP) (Telenti et 

al., 1993), hibridación en fase sólida (Tortoli et al., 2003) y secuenciación (Ross 

et al., 1992). Las dianas de amplificación mejor estudiadas son el gen hsp65 y 

las regiones de la subunidad del RNA ribosómico 16S, así como la 

amplificación de la región espaciadora 16S-23S (Roth et al., 2000). Además, 

algunos de estos procedimientos, como las técnicas de hibridación, pueden ser 
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considerados de aplicación universal, ya que existen en el mercado equipos 

que permiten efectuar la identificación de las micobacterias más 

frecuentemente aisladas en casos humanos. 

Tabla 1.7.- Diferenciación de las micobacterias fotocromógenas más frecuentes. 

Característica 

M
. a
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u

m
 

M
. k

an
sa
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. m

ar
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u
m

 

M
. s
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ia
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M
. s

zu
lg
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Culturales 

 Temperatura óptima 37ºC 35ºC 30ºC 37ºC 37ºC

 Tipo de colonias S S/SR/R S/SR/R S S/R

 Pigmentación + F (86) + F (96) + F (100) + F (90) + E/F (93)

Bioquímicas 

   Acumulación de niacina -   (0) -    (4)   -/+ (21) ± (63) -     (0)

 Nitratasa -    (5) + (99) -   (0) -  (28) + (100)

 Catalasa 68ºC +  (95) + (91) -  (30) + (95) +  (93)

 Cat. semicuantitativa  >45 mm +  (95) + (93)      - + (93) +  (98)

 Hidrólisis del Tween 80 +  (95) + (99) + (97) -   (9)    -/+  (49)

 Pirazinamidasa (4d)    -    -      +    +      + 

 Ureasa -  (10)   -/+ (49) + (83) ± (69) +  (72)

 Arilsulfatasa (3d) -    (0) -    (0)    -/+ (41) -    (0)        V 

 Reducción del telurito  -  (20)   -/+ (31)    -/+ (39) + (82)      ± (53)

S: colonias lisas; R: colonias rugosas; ( ): porcentaje de aislados positivos; E: aislado escotocromógeno; F: 

aislado fotocromógeno; -/+: usualmente ausente; ±: usualmente presente; V: variable (Vincent et al., 2003) 

 

La técnica PCR-RFLP del gen hsp65 (PRA) descrita por Telenti et al. 

(1993) es la más usada y se basa en la amplificación del gen hsp65 y posterior 

análisis del polimorfismo de los fragmentos obtenidos mediante digestión con 

dos enzimas de restricción (BstEII y HaeIII). Este método permite una 

identificación rápida y precisa de las 7 subespecies de M. kansasii (Picardeau 

et al., 1997; Taillard et al., 2003) y aunque existen otras técnicas similares (vg. 

PCR-RFLP del 16S-23S), ésta es la mejor desarrollada, permitiendo la 

identificación a nivel de especie y genotipo en una sola jornada laboral. 
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La técnica de hibridación más ampliamente extendida es sin duda la 

que utiliza sondas de DNA quimioluminiscente (AccuProbe®). Se basa en la 

capacidad de las cadenas de ácidos nucleicos complementarios para alinearse 

específicamente y asociarse a complejos de doble cadena de forma estable. El 

sistema AccuProbe® emplea una sonda de una cadena simple de DNA con un 

marcador quimioluminiscente que es complementaria del RNA ribosómico del 

microorganismo diana, de modo que la sonda de DNA marcada se combina 

con el RNA ribosómico extraído para formar un híbrido estable marcado, que 

es detectado mediante un luminómetro. El resultado positivo se produce 

cuando la lectura del luminómetro es igual o mayor al cut-off. Un valor más 

bajo, indica un resultado negativo. Se trata de una técnica rápida, sencilla y 

específica, pero que presenta una serie de inconvenientes como son: i) la 

identificación de un número limitado de especies (M. tuberculosis complex, M. 

avium complex, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, M. 

kansasii y Mycobacterium gordonae); ii) el microbiólogo debe, según su 

sospecha diagnóstica, decidir cuál es el tipo de sonda que va a utilizar. 

La sonda específica de M. kansasii permite la identificación de 

aislados de esta especie tanto a partir de medios sólidos (Löwenstein-Jensen o 

Middlebrook 7H10 o 7H11), tan pronto como el crecimiento es visible y durante 

los siguientes seis días de incubación, como a partir de medios líquidos cuando 

la turbidez es igual o mayor al patrón nº 1 de la escala de McFarland. En los 

inicios de su comercialización, se observó que la sonda de DNA sólo hibridaba 

con el genotipo I, por lo que se mejoraron las características de la sonda. De 

hecho, en el trabajo publicado por Richter et al. (1999) se comprobó por otras 

técnicas moleculares que las cepas de M. kansasii incluidas en su estudio y 

que no eran identificadas por la nueva versión de la sonda AccuProbe® 

pertenecían todas a la subespecie VI, y las cepas correspondientes a la 

especie M. gastri eran identificadas correctamente como negativas. 

En los últimos años, se han desarrollado técnicas comerciales de 

PCR, que permiten la identificación simultánea de varias especies 

micobacterianas mediante un método de hibridación inversa, como es el caso 
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de los ensayos INNO-LiPA® Mycobacteria v2 y GenoType® Mycobacterium CM. 

En el ensayo INNO-LiPA®, la diana de amplificación es la región espaciadora 

16S-23S rRNA y permite la identificación de 16 especies del género 

Mycobacterium a partir de cultivos sólidos y líquidos, en función de las 

diferencias de los nucleótidos de dicha región y además, permite distinguir 

subtipos dentro de la especie M. kansasii. Así, el DNA biotinilado hibrida con 

sondas de oligonucleótidos específicos, inmovilizados como sondas paralelas 

sobre tiras de nitrocelulosa, previa extracción del material genómico y 

amplificación de la región espaciadora 16S-23S del rRNA. Los productos de la 

amplificación se hibridan usando una tira de tipificación que lleva fijadas 22 

sondas de DNA paralelas y dos sondas de control. El estudio de M. kansasii 

por este método permite su diferenciación en tres grupos: M. kansasii - 1, M. 

kansasii - 2 y  M. kansasii - 3 que se corresponde con M. kansasii subespecie I, 

M. kansasii subespecie II y M. kansasii subespecies III a V y M. gastri. Mientras 

que en el caso de GenoType Mycobacterium CM, la diana de amplificación es 

el gen 23S rRNA y permite la identificación simultánea de diferentes especies 

micobacterianas entre las que se encuentra M. kansasii a partir de cultivos en 

medios sólidos y líquidos. Este tipo de prueba no permite la diferenciación entre 

los distintos genotipos de M. kansasii. 

En un estudio realizado por Padilla et al. (2004), en el que se 

evaluaron ambos métodos, el porcentaje global de concordancia fue del 91,0%. 

Para muestras con resultados interpretables, el test INNO-LiPA® identificó 

correctamente 109 of 110 (99,1%), mientras que GenoType® identificó 

correctamente 100 of 102 (98,0%), consiguiéndose mayor sensibilidad con el 

primero de los equipos. Todos los aislados de M. kansasii fueron correctamente 

identificados por ambos métodos, pero además el ensayo INNO-LiPA® 

Mycobacteria permitió la diferenciación de las cepas de esta especie en 

distintos genotipos. De este modo, 14 aislados de M. kansasii fueron 

identificados como M. kansasii grupo I, dos cepas como grupo II y cuatro 

aislados procedentes de fuentes ambientales fueron identificados como 

pertenecientes al grupo MKA-3 que reacciona específicamente con M. kansasii 

genotipo III, IV, V y M. gastri. Richter et al. (2006) realizan una evaluación de 
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esta técnica comercial para la identificación de las especies micobacterianas 

más relevantes, concluyendo que se trata de un método fácil de realizar y que 

permite una identificación rápida y específica, aunque encontraron dificultades 

para la identificación de algunas biotipos menos frecuentes como M. kansasii 

genotipo VI y M. intracellulare serovariedad 7. 

1.6.3 Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. 

M. kansasii es una de las micobacterias no tuberculosas que 

muestran mayor sensibilidad a los tuberculostáticos clásicos. Las cepas no 

tratadas de M. kansasii son inhibidas in vitro por la rifampicina y rifabutina 

(Wallace et al., 1994), isoniazida, etambutol, etionamida, estreptomicina, 

amikacina y sulfametoxazol (Ahn et al., 1987), claritromicina (Wallace et al., 

1994), y las nuevas quinolonas (Gay et al., 1984), a concentraciones fácilmente 

alcanzables en suero con las dosis terapéuticas habituales, aunque hay 

información limitada sobre la utilidad clínica de algunos de estos fármacos (Ahn 

et al.,1987;  Wallace et al., 1994). Los aislados son generalmente resistentes a 

los niveles séricos de ácido p-aminosalicílico, capreomicina, y pirazinamida. La 

pirazinamida no puede ser considerada por tanto, una alternativa puesto que 

todos los aislados de M. kansasii son resistentes a este fármaco (Wallace et al., 

1997). 

Las recomendaciones de NCCLS (2003), actualmente CLSI, sobre la 

selección de antimicrobianos que deben ser ensayados se basan en los 

criterios de la American Thoracic Society (ATS) (Wallace et al., 1997) 

concernientes al tratamiento adecuado de estos procesos. 

Aunque las cepas salvajes de M. kansasii son inicialmente sensibles 

a rifampicina, se puede desarrollar una resistencia adquirida durante el 

tratamiento (Ahn et al., 1987; Wallace et al., 1994). Dado que el fallo 

terapéutico se asocia fundamentalmente a resistencia a este antibiótico, tanto 

CLSI (NCCLS, 2003) como ATS (Wallace et al., 1997) recomiendan en 

principio evaluar sólo la sensibilidad a este fármaco, utilizando para ello los 

criterios interpretativos empleados para M. tuberculosis (punto de corte que 
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indica resistencia 1 mg/ml) (Wallace et al., 1994). No se requieren estudios de 

sensibilidad especiales para los pacientes tratados con inhibidores de las 

proteasas, ya que los aislados sensibles a rifampicina también lo son a 

rifabutina (NCCLS, 2003). No se recomienda la realización de forma rutinaria 

de un estudio de sensibilidad frente a isoniazida y etambutol, ya que 

normalmente el tratamiento de los aislados sensibles a rifampicina es empírico. 

Aunque existen algunas cepas con resistencia de bajo nivel a la isoniazida (0,2-

1 µg/ml) y a la estreptomicina (2 µg/ml), no parece tener una gran importancia 

clínica ni terapéutica, siempre que se incluya en el régimen la rifampicina. 

Las concentraciones críticas de rifampicina (1 mg/L) y etambutol (5 

mg/L) utilizados para los estudios de sensibilidad de M. tuberculosis complex, 

inhiben el crecimiento de cepas salvajes de M. kansasii, existiendo buena 

correlación entre los resultados en agar 7H10 y los métodos de dilución en 

medio líquido (Hawkins & Gross, 1984; Steadham et al., 1985; Wallace et al., 

1986; Ahn et al., 1987; Wallace et al., 1994); sin embargo, el rango de CMIs de 

isoniazida con cepas salvajes de M. kansasii, oscila entre 0,5 mg/L  y  5 mg/L 

(Ahn et al., 1987; Muthuswamy et al., 1992), por lo que todas las cepas se 

muestran resistentes a 0,2 mg/L, y existen resultados variables cuando la CMI 

es de 1,0 mg/L. Por esta razón no se recomienda utilizar tales concentraciones 

como punto de corte (Wallace et al.,  1997; NCCLS, 2003). 

En el caso de aislados resistentes a rifampicina (CMI ≥ 1mg/L), CLSI 

recomienda ocho fármacos (rifabutina, etambutol, isoniazida, estreptomicina, 

claritromicina, amikacina, ciprofloxacino/ofloxacino y una sulfonamida como 

sulfametoxazol/trimetroprim-sulfametoxazol) que podrían ser incluidos en el 

estudio de sensibilidad, y para los que aporta información sobre los puntos de 

corte, y las diferentes técnicas con las que se han obtenido (Ahn et al., 1987; 

Wallace et al., 1986; Biehle & Cavalieri, 1992; Witzig & Franzblau, 1993; 

Wallace et al., 1994) (Tabla 1.8). 

Así pues, el estudio de la sensibilidad a isoniazida, etambutol, 

estreptomicina, claritromicina y nuevas quinolonas se debería realizar en todos 

aquellos casos en los que la observación microscópica o el cultivo de las 

- 41 - 



Introducción  Tesis doctoral. Mª del Remedio Guna Serrano 

muestras fuesen persistentemente positivos, en las recaídas durante el 

tratamiento, y cuando se aísle una cepa de M. kansasii resistente a rifampicina 

(Wallace et al., 1997; Woods, 2000). 

Tabla 1.8.-  Antibióticos para los que CLSI aporta recomendaciones. 

Métodos  Antimicrobiano Punto de corte 
(mg/L) 

Proporciones Bactec 460 TB Microdilución

Primera línea 

1 SI SI Rifampicina 

2 SI  

Segunda  línea 

Rifabutina 2 SI SI 

Etambutol 5 SI SI SI 

Isoniazida1 5 SI SI SI 

Estreptomicina1 10 SI SI SI 

Claritromicina1, 2 16 SI SI SI 

Amikacina1 32 SI 

Ciprofloxacino1,3 2 SI 

Cotrimoxazol 2/38 SI 

Sulfametoxazol1 32 SI 
1: existe poca información sobre las condiciones óptimas de ensayo y las concentraciones; 2: clase 
representativa para los nuevos macrólidos; 3: debe ser utilizado como clase representativa de viejas 
fluoroquinolonas. 

 

Por lo que se refiere a los métodos empleados en la realización del 

estudio de sensibilidad, el sistema comercial radiométrico (Hawkins & Gross, 

1984; Steadham et al., 1985), el método de las proporciones modificado en 

7H10 agar  (Wallace et al., 1994; Steadham et al.,1985) y el método de 

microdilución en caldo (Wallace et al., 1986; Ahn et al., 1987; Wallace et al., 

1994) han sido utilizados para realizar estudios con fármacos de primera y 

segunda línea (Tabla 1.8). El objetivo tanto del sistema radiométrico como del 

método de las proporciones es determinar si, en presencia de una 

concentración crítica del fármaco, el crecimiento supera el 1% de la población 

bacteriana obtenida paralelamente en otro cultivo con el mismo medio pero sin 

fármaco, mientras que los métodos de microdilución se utilizan para determinar 

la CMI (Franzblau et al., 1998; Palomino et al., 2002; Martin et al., 2003; Guna 
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et al., 2004, 2005). El sistema Bactec® 460 TB, es un método muy rápido (4-7 

días), aunque hoy en día está siendo sustituido por el sistema fluorométrico 

Bactec® MGIT 960, con el cual se empiezan a hacer estudios comparativos 

(Guna et al., 2006). Apenas existe experiencia con el método de difusión en 

agar E-test®, aunque los datos preliminares son prometedores (Alcaide y 

Benítez, 1999). 

1.7 Tratamiento. 

No existen ensayos randomizados sobre el tratamiento de la 

enfermedad causada por M. kansasii,  que comparen un régimen terapéutico 

con otro o con la ausencia de tratamiento. Sin embargo, se han realizado varios 

estudios prospectivos y retrospectivos de distintos regímenes terapéuticos 

(Pezzia et al., 1981; Jenkins et al., 1994) que aportan una buena base para 

establecer recomendaciones de tratamiento. 

 Los primeros informes sobre el tratamiento con antimicobacterianos 

corresponden al periodo prerifampicina. Al principio, los porcentajes de 

conversión del esputo a los 6 meses oscilaban entre el 52% y el 81%, y el 

índice de recaídas era aproximadamente del 10% en pacientes que habían 

mostrado una buena respuesta inicial (Jenkins et al., 1960; Pezzia et al., 1981).  

Con la introducción de la rifampicina, los resultados mejoraron enormemente, 

de modo que el índice de conversión del esputo a los cuatro meses fue del 

100% en los 180 pacientes valorados en tres estudios (Ahn et al., 1981 y 1983; 

Pezzia et al., 1981). Hubo dos casos de fracaso terapéutico (incidencia del 

1,1%), en los que se producía inicialmente conversión del esputo, pero los 

cultivos volvían a ser positivos cuando todavía estaban recibiendo tratamiento. 

Los dos pacientes habían sido tratados con isoniazida, rifampicina y etambutol, 

y ambos fallos se asociaron con el desarrollo de resistencia a la rifampicina 

(Pezzia et al., 1981). Los porcentajes de recaídas a largo plazo con regímenes 

que contenían rifampicina, también parecen ser muy bajos, con sólo una 

recaída (0,8%) informada entre los 134 pacientes que recibieron seguimiento 

durante un largo periodo de tiempo en los tres estudios (Ahn et al., 1981; 
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Pezzia et al., 1981; Banks et al., 1983). Son por tanto diversos estudios los que 

muestran que la rifampicina es el fármaco más eficaz, debiendo administrarse 

en todos los tratamientos iniciales. Sin embargo, la resistencia adquirida a este 

fármaco durante el tratamiento es una realidad que queda plasmada por un 

incremento de las recaídas en los últimos años  (Alcalde y Benítez, 1999). 

La recomendación habitual para el tratamiento de la enfermedad 

pulmonar causada por M. kansasii en adultos incluye isoniazida (300 mg/día), 

rifampicina (600 mg/día) y etambutol (25 mg/Kg/día durante los dos primeros 

meses y luego 15 mg/Kg/día) en régimen diario durante 18 meses, con cultivos 

de esputo negativos durante al menos 12 meses (Sauret et al., 1995; Wallace 

et al., 1997). 

En el caso de los pacientes infectados por el VIH que están 

recibiendo inhibidores de proteasas, debido a que la rifampicina acelera 

enormemente el metabolismo de estos fármacos, se debe sustituir la 

rifampicina por claritromicina o por rifabutina si el paciente está recibiendo 

indinavir. Ninguno de estos regímenes de tratamiento han sido evaluados 

clínicamente, pero en principio parece que dan buenos resultados (Wallace et 

al., 1997). Por tanto, en pacientes que no toleran alguno de los tres fármacos 

de primera línea, la claritromicina podría ser una alternativa razonable. 

El uso de regímenes intermitentes o de corta duración no ha sido 

suficientemente investigado. Hay un estudio sobre 40 pacientes, en el que se 

demostró que añadiendo de forma intermitente estreptomicina (1g/2 

veces/semana) durante los tres primeros meses, a la triple terapia dada 

durante 12 meses, se producía la aparente curación de todos excepto uno de 

los enfermos (Ahn et al., 1983). El British Medical Research Council realizó un 

ensayo en 155 pacientes adultos (Jenkins et al., 1994) con dosis bajas de 

etambutol diario (15 mg/kg) y rifampicina diaria dados durante 9 meses. La 

negativización del esputo se consiguió en el 99,4% de los pacientes, pero con 

un porcentaje de recaída del 10% en 5 años de seguimiento.  
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En pacientes adultos con resistencia a rifampicina por tratamiento 

previo, una opción terapéutica consiste en altas dosis diarias de isoniazida (900 

mg), piridoxina (50 mg/d), etambutol (25mg/kg/d) y sulfametoxazol (1g/3 

veces/día) hasta la negativización de los cultivos en 12-15 meses (Ahn et al., 

1987; Wallace et al., 1994). La excelente actividad in vitro de claritromicina 

frente a M. kansasii sugiere que este antibiótico también sería útil en los 

regímenes de retratamiento, permitiendo quizá la omisión de aminoglucósidos 

(Wallace et al., 1997). Las nuevas quinolonas pueden también ser 

potencialmente útiles en este sentido, pero no han sido suficientemente 

estudiadas (Wallace et al., 1997). 

Para el tratamiento de la enfermedad extrapulmonar en adultos, el 

régimen de fármacos antimicobacterianos debería ser el mismo que para la 

enfermedad pulmonar (Anonymous, 1990). En las linfadenitis, el tratamiento de 

elección es la exéresis quirúrgica, y la terapia con azitromicina o claritromicina 

asociados a rifabutina, etambutol o ciprofloxacino debe emplearse en casos de 

afectación extensa, resección incompleta o recurrencia (Wallace et al., 1997). 

El tratamiento de las infecciones cutáneas es controvertido (Chaves et al., 

2001). Según la ATS debe aplicarse un tratamiento similar al de la enfermedad 

pulmonar (Anonymous, 1990); no obstante, algunos autores proponen un 

cuarto fármaco (Tartaglione, 1997), aunque otros han conseguido buenos 

resultados con un único antibiótico como eritromicina durante varios meses 

(Groves et al,. 1991). 

El régimen terapéutico recomendado por la American Thoracic 

Society (Anonymous, 1990) para la enfermedad diseminada incluye rifampicina, 

isoniazida y etambutol durante 18 meses. Ibarrola et al. (2001) describen un 

caso de enfermedad diseminada en una paciente con infección por el virus de 

la inmunodeficiencia humana, en el que debido a la mala tolerancia de la 

paciente a la rifampicina, ésta fue sustituida por una quinolona, y 

posteriormente se añadió claritromicina y amikacina, dada la resistencia de la 

cepa a la isoniazida. 
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En los últimos años, M. kansasii se ha perfilado como la principal 

micobacteria no tuberculosa causante de enfermedad en población no 

infectada por el virus de la inmunodeficiencia humana en muchas partes del 

mundo. La manifestación clínica más frecuente es la enfermedad pulmonar, 

que presenta un curso clínico muy similar al de la enfermedad producida por M. 

tuberculosis. Se trata de una micobacteria, por lo general sensible a los 

tuberculostáticos clásicos, y los fallos terapéuticos se asocian comúnmente a 

casos de resistencia adquirida a la rifampicina. 

Este organismo, atendiendo a sus características fenotípicas es 

considerado como una especie muy homogénea; no obstante, diferentes 

estudios señalan la existencia de variantes fenotípicas que han permitido la 

descripción de biotipos, algunos de ellos relacionados con determinados 

estados mórbidos. En los últimos años ha sido descrita la existencia de siete 

genotipos (I a VII), uno de los cuales, el genotipo I, es el aislado 

mayoritariamente en procesos humanos. Por otro lado, diferentes métodos de 

tipificación molecular han sido utilizados como marcadores epidemiológicos, y 

la mayoría de los estudios realizados señalan que los aislados del genotipo 

más prevalente, el genotipo I, muestran una marcada clonalidad. 

Los objetivos del presente estudio han sido: 

1. Conocer cuales son los biotipos y los genotipos de M. kansasii 

circulantes en el área de influencia del Hospital Clínico Universitario de 

Valencia. 

2. Evaluar el poder discriminatorio de diferentes marcadores 

epidemiológicos moleculares para poder inferir cuál es el grado de diversidad 

clonal de M. kansasii, en un genotipo dado. 

3.  Estudiar la sensibilidad-resistencia de dicho organismo a 

compuestos antibióticos y no antibióticos, y valorar la utilidad de un método 

semiautomático para los estudios de sensibilidad antimicrobiana. 
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Por lo que ha sido necesario: i) Caracterizar fenotípicamente 

mediante métodos convencionales, culturales y bioquímicos, los aislados 

clínicos objeto de estudio; ii) Corroborar mediante hibridación con sondas de 

DNA específicas la identificación fenotípica; iii) Identificar los genotipos 

mediante amplificación de la región espaciadora del fragmento 16S-23S rRNA 

y posterior hibridación inversa; iv) Implementar procedimientos moleculares con 

fines epidemiológicos, como la separación electroforérica en campo pulsante 

(PFGE) y el análisis de los fragmentos de restricción amplificados (AFLP); v) 

Determinar mediante un método de microdilución en caldo la concentración 

mínima inhibitoria de compuestos seleccionados, y evaluar la utilidad de un 

método semiautomático para los estudios de sensibilidad a los fármacos 

utilizados en el tratamiento de las infecciones producidas por M. kansasii. 
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3.1 Origen de los aislados. 

Para el presente estudio fueron seleccionados 103 aislados clínicos, 

correspondientes a 89 pacientes, de la colección de microorganismos del 

Servicio de Microbiología del Hospital Clínico Universitario de Valencia (HCUV), 

identificados como M. kansasii. Además, se incluyeron la cepa M. kansasii 

CECT 3030 perteneciente a la Colección Española de Cultivos Tipo, y una 

cepa M. kansasii tipo VI, validada como tal por el Programa de Control Externo 

de Calidad SEIMC en el envío MB 2/05 (Control de Calidad SEIMC, 2005). Los 

microorganismos objeto de estudio fueron aislados durante un período de doce 

años (1992 a 2003); algunos de ellos fueron remitidos por los laboratorios de 

Microbiología de hospitales de la red sanitaria de la provincia de Valencia 

(Hospital LLuís Alcanyís, de Xàtiva; Hospital de Requena; Hospital de Sagunt; 

Hospital Universitario Doctor Peset, de Valencia; Instituto Valenciano de 

Oncología, de Valencia) para su identificación y estudio de sensibilidad a los 

tuberculostáticos, y los restantes fueron obtenidos en el Servicio de 

Microbiología del HCUV, mediante aislamiento en cultivo en medio de 

Löwenstein-Jensen (Biomedics SL, Tres Cantos, Madrid) y/o Mycobacterial 

Growth Indicator Tubes (MGIT) (Becton Dickinson, Microbiology Systems, 

Sparks, MD) a partir de muestras clínicas de pacientes de diferentes 

Departamentos de Salud de la citada provincia (HCUV; Hospital General 

Universitario de Valencia; Hospital San Francesc de Borja, Gandía) (Figura 3.1; 

Tabla 3.1). 
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Tabla 3.1.- Departamentos de Salud de procedencia de los pacientes. 

Departamento 
de Salud 

Hospital de referencia Pacientes % Aislados % 

5 Hospital Clínico Universitario  59 66,3 71 68,9 

9 Hospital General Universitario  19 21,4 21 20,4 

10 Hospital Universitario Dr. Peset 3 3,4 3 2,9 

4 Hospital de Sagunt 3 3,4 3 2,9 

12 Hospital San Francec de Borja  2 2,2 2 1,9 

14 Hospital Lluis Alcanyís  1 1,1 1 1,0 

8 Hospital de Requena 1 1,1 1 1,0 

IVO Instituto Valenciano de Oncología 1 1,1 1 1,0 

      Total 89 100 103 100 

 

Los aislados procedían de pacientes de ambos sexos, siendo la 

proporción hombre-mujer de 2,6:1 (69,7% hombres frente al 27,0% mujeres). El 

28,1% de los mismos correspondían a pacientes VIH positivos, y tan sólo en 

cuatro casos (4,5%) era conocida con certeza la ausencia de infección por VIH 

(Tabla 3.2). 

Tabla 3.2.- Distribución de los aislados según sexo de los pacientes y estado serológico 
frente al virus de la inmunodeficiencia humana. 

 Presencia de anticuerpos frente a VIH  

 Positiva Negativa Desconocida Total 

Sexo Nº de casos % Nº de casos % Nº de casos % Nº de casos % 

Hombre 15 24,2 3 4,8 44 71,0 62 69,7 

Mujer 10 41,7 1 4,2 13 54,1 24 27,0 

NCa – – – – 3 100 3 3,3 

Total 25 28,1 4 4,5 60 67,4 89 100 

a: no constaba; se trataba de tres cepas remitidas para identificación y estudio de sensibilidad a los 
tuberculostáticos 

La mayoría de ellos fueron aislados a partir de muestras de aparato 

respiratorio, siendo la proporción de éstas frente a las de otro origen de 11,8:1 

(92,2% frente a 7,8%) y la expectoración directa fue la fuente de aislamiento 

más común (Tabla 3.3). 
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Tabla 3.3.-  Muestras a partir de las cuales se obtuvieron los diferentes aislados. 

Localización anatómica 

Aparato respiratorio 
Nº de 

aislados 
% Extra-respiratoria 

Nº de 
aislados 

% 

Esputo a 80 77,7 Pus 2 1,9 

Aspirado bronquial 9 8,7 Orina 2 1,9 

Líquido pleural 3 2,9 Biopsia cutánea 1 1,0 

Lavado broncoalveolar 1 1,0 Líquido pericárdico 1 1,0 

Biopsia pleural 1 1,0 Líquido sinovial 1 1,0 

Esputo inducido 1 1,0 Heces 1 1,0 

Total 95 92,2 Total 8 7,8 
a: están incluidas 10 cepas que fueron remitidas para identificación y estudio de sensibilidad a los 
tuberculostáticos. 

 

Las características clínico-epidemiológicas de los pacientes así como 

los especímenes biológicos, el número de aislados por paciente y su código de 

identificación, están recogidos en la Tabla  3.4. 

Tabla 3.4.-  Características clínico-epidemiológicas de los pacientes y código de 
los aislados. 

Paciente 

C
as

o
 

E
d

ad
 

S
ex

o
 

Á
re

a Diagnóstico 

M
u

es
tr

a 

F
ec

h
a 

N
º 

d
e 

M
u

es
tr

a 

Código 

1 NC V A Infección en VIH O 01/03/92 212573 MK92-01 

2 31 M A FOD en VIH E 12/05/92 224398 MK92-02 

3 NC V B Sospecha de TBC BAS 12/05/92 224520 MK92-03 

4 NC M A VIH E 17/05/92 224732 MK92-04 

5 35 V A VIH E 23/05/92 226330 MK92-05 

6 31 V A FOD en VIH O 24/05/92 226576 MK92-06 

7 NC M A Infección en VIH E 28/05/92 227613 MK92-07 

8 NC M B Sospecha TBC en VIH E 08/07/92 236375 MK92-08 
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Tabla 3.4 (continuación).-   Características clínico-epidemiológicas de los pacientes 
y código de los aislados. 

Paciente 

C
as

o
 

E
d

ad
 

S
ex

o
 

Á
re

a Diagnóstico 

M
u

es
tr

a 

F
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h
a 

N
º 

d
e 

M
u

es
tr

a 

Código 

9 NC V B No consta E 11/07/92 236569 MK92-09 

10 60 V A Antigua TBC E 12/07/92 236574 MK92-10 

11 77 V A
S. constitucional  en VIH 

TBC en tratamiento 

E 

E 

22/07/92 

19/01/93 

241997 

304245 

MK92-11 

MK93-04 

12 45 V A
Fiebre 

Sospecha de TBC 

E 

E 

08/01/93 

15/01/93 

300458 

301468 

MK93-01 

MK93-03 

13 45 V C No consta E 09/01/93 300507 MK93-02 

14 69 V A Derrame pleural LP 21/01/93 304522 MK93-05 

15 35 M A S. constitucional en VIH E 07/02/93 310447 MK93-06 

16 37 V A Hemoptisis E 11/03/93 317564 MK93-07 

17 NC NC E No consta E/Cepa 13/06/93 331306 MK93-08 

18 48 M B FOD en VIH E 23/06/93 331958 MK93-09 

19 80 V A TBC E 11/0793 341085 MK93-10 

20 NC M D Sospecha de TBC E 21/0793 341797 MK93-11 

21 64 V B Absceso pulmonar E 17/08/93 345100 MK93-12 

22 49 V B Sospecha de TBC E 08/09/93 350219 MK93-13 

23 29 V A Infección respiratoria E 11/10/93 353128 MK93-14 

24 31 M A Hemoptisis E 26/10/93 355935 MK93-15 

25 NC M A Tos   y expectoración E 12/11/93 373823 MK93-16 

26 NC V E No consta E 10/12/93 380814 MK93-17 

27 35 V A Fiebre BAS 23/12/93 383954 MK93-18 

28 NC M A Sospecha de TBC E 23/01/95 505640 MK95-01 

29 44 V B Infiltrado LSD, TBC? E 08/02/95 510643 MK95-02 

30 NC M H Sospecha de TBC E 15/02/95 511547 MK95-03 
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Tabla 3.4 (continuación).-   Características clínico-epidemiológicas de los pacientes 
y código de los aislados. 

Paciente 

C
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S
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Á
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d
e 

M
u
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a 

Código 

31 61 V A Infección respiratoria E 17/02/95 511943 MK95-04 

32 66 M A Asma E 23/03/95 513039 MK95-05 

33 35 V H Fiebre en VIH E 29/03/95 514944 MK95-06 

34 19 V A Sospecha de TBC H 14/05/96 625718 MK96-01 

35 NC V A Hemoptisis en VIH E 03/09/98 854539 MK98-01 

36 48 V A Hemoptisis, TBC? 
E 

E 

31/03/99 

19/04/99 

914295 

917802 

MK99-01 

MK99-02 

37 70 V A TBC 
E 

E 

01/06/99 

22/07/99 

928141 

939879 

MK99-03 

MK99-06 

38 40 V A Hemoptisis, TBC antigua 
E 

E 

30/06/99 

31/10/00 

935157 

061220 

MK99-04 

MK00-10 

39 28 V A Infiltrado en LSD BAS 20/07/99 939397 MK99-05 

40 42 V A TBC pulmonar  
E 

E 

09/08/99 

06/09/99 

942971 

947805 

MK99-07 

MK99-11 

41 NC V F Baciloscopia positiva E 17/08/99 944470 MK99-08 

42 44 V B Infiltrado pulmonar, TBC? 
E 

EI 

25/08/99 

03/09/99 

945808 

947420 

MK99-09 

MK99-10 

43 57 V A Infección en EPOC E 06/09/99 948020 MK99-12 

44 NC V A Sospecha de TBC E/Cepa 30/09/99 953401 MK99-13 

45 NC V A Sospecha de TBC E 20/10/99 957720 MK99-14 

46 26 V B Adenopatías E 26/10/99 958972 MK99-15 

47 23 M B Sospecha de TBC E 26/10/99 958975 MK99-16 

48 78 V B Sospecha de TBC E 09/11/99 962029 MK99-17 

49 NC V A No consta E 29/11/99 966584 MK99-18 

50 NC M A Sospecha de TBC E 10/12/99 969216 MK99-19 
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Tabla 3.4 (continuación).-   Características clínico-epidemiológicas de los pacientes 
y código de los aislados. 

Paciente 

C
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o
 

E
d

ad
 

S
ex

o
 

Á
re

a Diagnóstico 

M
u
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d
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M
u
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a 

Código 

51 NC V A Infiltrado cavitado LSD LP 05/01/00 000690 MK00-01 

52 70 V A Bronquiectasias E 16/02/00 010846 MK00-02 

53 1 M A Sospecha de TBC BAS 12/04/00 023155 MK00-03 

54 58 V A Bronquiectasias E 19/06/00 037031 MK00-04 

55 48 M A
Absceso en la mano 

Síndrome febril 

Pus 

LSV 

27/06/00 

07/11/00 

038715 

062547 

MK00-05 

MK00-12 

56 NC V B Infiltrado cavitado. LSD LBA 06/07/00 040519 MK00-06 

57 58 V B No consta E 07/08/00 046403 MK00-07 

58 60 V A No consta E 18/08/00 048190 MK00-08 

59 30 M A Osteoartrítis Pus 24/10/00 059974 MK00-09 

60 52 V A Condensación LII BAS 02/11/00 061618 MK00-11 

61 44 V A
Infección respiratoria 

Infección por micobacterias 

E 

E 

21/11/00 

25/01/01 

065520 

1006641 

MK00-13 

MK01-02 

62 NC V G No consta E/Cepa 10/01/01 1002082 MK01-01 

63 69 M A Infección respiratoria E 26/01/01 1006849 MK01-03 

64 NC V A Infección respiratoria E 26/01/01 1007013 MK01-04 

65 51 V A Linfoma no Hodgking LP 26/01/01 1007019 MK01-05 

66 NC M D Eritema indurado BC 26/01/01 1007025 MK01-06 

67 29 V B Fiebre y pancitopenia E 26/01/01 1007036 MK01-07 

68 59 M B Derrame pericárdico LPC 26/01/01 1007038 MK01-08 

69 74 M A Derrame pleural BP 26/01/01 1007075 MK01-09 

70 85 V A Sospecha de TBC E 21/03/01 1020909 MK01-10 

71 41 V A Sospecha de TBC BAS 26/06/01 1068961 MK01-11 

72 42 V A TBC residual 
E 

E 

09/07/01 

06/08/01 

1071444 

1076651 

MK01-12 

MK01-13 
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Tabla 3.4 (continuación).-   Características clínico-epidemiológicas de los pacientes 
y código de los aislados. 

Paciente 

C
as

o
 

E
d

ad
 

S
ex

o
 

Á
re

a Diagnóstico 

M
u

es
tr

a 

F
ec

h
a 

N
º 

d
e 

M
u

es
tr

a 

Código 

73 53 V A Sospecha de  TBC BAS 16/08/01 1078341 MK01-14 

74 75 V A Bronquiectasias E 27/08/01 1080068 MK01-15 

75 73 V A Infección en EPOC E 04/09/01 1081363 MK01-16 

76 NC V I No consta E/Cepa 13/09/01 1083345 MK01-17 

77 36 V A
Fiebre 

Sospecha de TBC 

E 

E 

08/10/01 

16/10/01 

1088517 

1089801 

MK01-18 

MK01-20 

78 44 V B Sospecha de TBC 
E 

E 

15/10/01 

05/02/03 

1089693 

3039060 

MK01-19 

MK03-01 

79 86 V F No consta E/Cepa 09/11/01 1094887 MK01-21 

80 NC V E No consta E/Cepa 07/01/02 2031025 MK02-01 

81 57 M B Sospecha de TBC E 15/02/02 2039734 MK02-02 

82 NC M A Infección por micobacterias E 21/03/02 2046836 MK02-03 

83 33 V B No consta E 29/04/02 2054207 MK02-04 

84 88 M A Hemoptisis 
E 

BAS 

24/09/02 

27/09/02 

2082186 

2082889 

MK02-05 

MK02-06 

85 NC NC A Sospecha de TBC 
E/Cepa 

E/Cepa 

04/10/02 

04/10/02 

2084213 

2084214 

MK02-07 

MK02-08 

86 53 V B Sospecha de TBC E 13/11/02 2092101 MK02-09 

87 44 V A No consta BAS 07/02/03 3039511 MK03-02 

88 49 V F No consta E/Cepa 20/02/03 3042670 MK03-03 

89 NC NC A No consta E/Cepa 04/03/03 3045280 MK03-04 

aA: Hospital Clínico Universitario de Valencia; B: Hospital General Universitario de Valencia; C: Hospital 

comarcal de Requena; D: Hospital Francesc de Borja de Gandía; E: Hospital Universitario Dr. Peset; F: 

Hospital de Sagunto; G: Instituto Valenciano de Oncología; H: Hospital Malvarrosa; I. Hospital Lluís 

Alcanyís de Xàtiva. bBAS: Aspirado bronquial; LBA: Lavado broncoalveolar; E: Esputo; EI: Esputo 

inducido; BC: Biopsia cutánea; BP: Biopsia pleural; H: Heces; LP: Líquido pleural; LPC: Líquido 

pericárdico; LSV: Líquido sinovial; O: Orina. 
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3.2 Mantenimiento de los aislados. 

Los aislados objeto de estudio estaban conservados a -70ºC, 

suspendidos en solución acuosa de glicerol (Merck, Darmstadt) al 10% (v/v) 

(Tison et Carbonelle, 1972). Con el fin de comprobar la viabilidad y pureza de 

los aislados seleccionados, se llevó a cabo su descongelación e inoculación en 

medio líquido Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, Detroit, MI) suplementado 

con OADC al 10% (v/v) (ácido oleico, 0,6 mL -Sigma-Aldrich Co, St Louis, MO-; 

albúmina bovina fracción V, 50 g -Sigma-Aldrich-; dextrosa, 20 g -Bacto® 

Dextrose, Difco Laboratories-; catalasa, 0,04 g -Sigma-Aldrich-; cloruro sódico, 

8,5 g -Panreac Química S.A., Montcada i Reixac, Barcelona-; agua destilada, 

1.000 mL -Laboratorios Grifols, Parets del Vallès, Barcelona-) esterilizado por 

filtración (Acrodisc® Syringe Filtres 0,45µm, Pall Gelman Laboratories, Ann 

Arbor MI) (Meissner & Falkinham, 1986). 

Posteriormente, se realizaron subcultivos para aislamiento en medio  

Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories) suplementado con OADC al 10% (v/v), 

que fueron incubados en estufa de 37ºC y atmósfera convencional durante 10 

días. Una vez crecidas y diferenciadas las colonias, se procedió a corroborar la 

pureza de los cultivos mediante observación macroscópica y observación 

microscópica tras tinción de Ziehl-Neelsen. Tras lo cuál, se prepararon réplicas 

de los cultivos en glicerol (Merck) al 10% (v/v) que fueron conservadas a -70ºC. 

3.3 Identificación de los aislados. 

La identificación al nivel de género y de especie se realizó 

atendiendo a características fenotípicas (morfo-culturales y metabólicas), 

corroborándose la identificación de especie mediante sondas específicas. 

3.3.1 Identificación fenotípica. 

Se llevó a cabo mediante métodos convencionales, siguiendo los 

criterios descritos por Sommers & Good (1985), Wayne et al. (1991), Lévy-

Frébault & Portaels (1992) y Shinnick & Good (1994). Así, en el estudio de los 
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103 aislados clínicos, y la cepa de referencia M. kansasii CECT 3030, incluimos 

las siguientes pruebas: 

 Características culturales: i) velocidad de crecimiento; ii) 

producción de pigmento y fotorreactividad; iii) morfología macro y microscópica; 

iv) crecimiento en medio de MacConkey sin cristal violeta (Difco Laboratories). 

 Pruebas bioquímicas convencionales: i) reducción de nitratos; 

ii) acumulación de niacina; iii) catalasa termorresistente (68ºC); iv) hidrólisis del 

Tween 80 (Difco Laboratories); v) reducción del telurito; vi) pirazinamidasa. 

Además, se seleccionaron de forma aleatoria 16 aislados, cinco de 

ellos de pacientes VIH positivos, y la cepa control M. kansasii 3030 CECT, para 

la realización de un estudio de caracterización bioquímica mediante un método 

semicuantitativo comercial (api® ZYM, bioMérieux SA, Marcy l’Etoile, France), 

el cual estudia 19 actividades enzimáticas. Se siguieron de forma genérica las 

instrucciones del fabricante y el protocolo descrito por Tortoli et al. (1994) con 

pequeñas modificaciones, de modo que tras resembrar las micobacterias en 

medio sólido Middelbrook 7H11 (Difco Laboratories) e incubarlas en estufa de 

37ºC, se preparó una suspensión de cada una de las cepas con agua destilada 

hasta alcanzar una turbidez equivalente al patrón 4-5 de McFarland. Se inoculó 

cada una de las cúpulas que contenía el substrato enzimático con 65 µL de 

suspensión micobacteriana, incubándose durante la noche en estufa de 37ºC y 

atmósfera convencional. Tras dicha incubación se añadió a cada uno de los 

pocillos una gota del reactivo Zym A y Zym B (bioMérieux), procediéndose a la 

lectura tras 10 min de exposición a la luz, y valorando la reacción colorimétrica 

según el patrón aportado por el fabricante. 

3.3.2 Identificación molecular al nivel de especie. 

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos con el estudio de 

las características morfo-culturales y bioquímicas, se procedió a realizar una 

identificación molecular con sondas de DNA específicas de M. kansasii 

(Accuprobe® Gen-Probe Inc., San Diego, CA). Esta técnica se basa en la 
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utilización de una sonda de DNA monocatenario con un marcador 

quimioluminiscente, complementaria del RNA ribosómico del microorganismo 

diana, produciéndose una hibridación y la formación de un complejo DNA-RNA 

estable. Los ensayos se realizaron siguiendo las indicaciones del fabricante: 

 Lisis: i) varias colonias del microorganismo a estudio se 

resuspenden en 200 l de una solución 1:1 (v/v) del reactivo de lisis (Reactivo 1 

para la identificación de cultivos, Accuprobe® Gen-Probe Inc) y del tampón de 

hibridación (Reactivo 2 para la identificación de cultivos, Accuprobe® Gen-

Probe Inc) contenida en un tubo de lisis (Accuprobe® Gen-Probe Inc), y se 

agitan vigorosamente con un vórtex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A.); ii) la 

suspensión es sonicada (Ultrasons, J.P. Selecta S.A., Abrera) durante 15 

minutos y calentada a 95ºC durante 10 minutos en un bloque calefactor (Twin 

incubator DG-210, Diagnostic Grifols S.A., Parets del Vallès, Barcelona). 

 Hibridación: i) 100µL de la muestra lisada son transferidos a un 

tubo de reacción (Accuprobe® Gen-Probe Inc) e incubados a 60ºC durante 15 

minutos, en el bloque calefactor citado anteriormente. 

 Selección: i) 300µL del reactivo de selección (Reactivo 3 para la 

identificación de cultivos, Accuprobe® Gen-Probe Inc) se añaden al tubo de 

reacción, y la mezcla es agitada vigorosamente en un vórtex e incubada a 60ºC 

durante 8 minutos en el bloque calefactor;  ii) finalmente se deja enfriar la 

muestra durante 5 minutos, a temperatura ambiente. 

 Lectura e interpretación: La lectura se realizó empleando un 

luminómetro (Leader® 50i, MGM Instruments Inc, Gen-Probe Inc) siguiendo 

rigurosamente las instrucciones del fabricante, y los resultados superiores a 

900 PLU (unidades fotométricas) fueron considerados como positivos. 

3.3.3 Identificación genotípica. 

Con el fin de llevar a cabo una identificación más exhaustiva de los 

aislados, y conocer los genotipos circulantes en el área de influencia del HCUV, 
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se decidió realizar con todos ellos el ensayo INNO-LiPA® Mycobacteria v2 

(Innogenetics N.V., Belgium), basado en el principio de hibridación inversa 

mediante la utilización de sondas específicas inmovilizadas en tiras de 

nitrocelulosa. El DNA biotinilado, tras la amplificación de la región espaciadora 

del rRNA ribosómico 16S-23S, se híbrida con sondas de oligonucleótidos 

específicos, inmovilizadas como sondas paralelas sobre tiras de nitrocelulosa. 

La detección del producto amplificado unido a la sonda correspondiente se 

realiza mediante enzimoinmunoensayo, basado en la fijación de la 

estreptavidina sobre los híbridos biotinilados y su revelado con 5-bromo-4-

cloro3-indolil fosfato y el cromógeno nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT). Los 

ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante: 

 Extracción del DNA: se llevó a cabo mediante un procedimiento 

de lisis térmica, para lo cuál: i) 200 µL de la biomasa obtenida mediante cultivo 

en medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) suplementado con OADC 10% 

(v/v) se centrifugaron en tubos eppendorf estériles (Sarstedt, Aktiengesellschaft 

& Co, Nümbrecht, Germany) a 13.000 r.p.m,  durante 15 min (Eppendorf 

Centrifuge 5417 C, Brinkmann Instruments INC, Westbury NY), y el sedimento 

se centrifugó de nuevo (13.000 r.p.m., 10 s) para eliminar totalmente cualquier 

resto del medio de cultivo; ii) el sedimento obtenido fue resuspendido en 20 µL 

de tampón TE pH 8 (10 mM Tris-HCl, Merck; 1 mM EDTA, Sigma-Aldrich Co) y 

la mezcla homogeneizada con vórtex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A.); iii) 

la suspensión fue inactivada mediante calor a 95º C durante 30 min en un 

bloque calefactor (Twin incubator DG-210, Diagnostic Grifols S.A), centrifugada 

de nuevo (13.000 r.p.m., 10 s) y sometida a un proceso de congelación a -20º 

C, durante 30 min; iv) finalmente, se homogeneizó mediante vórtex y se 

centrifugó a 13.000 r.p.m durante 10s. Si la amplificación no se realizaba 

durante la misma jornada, el proceso podía detenerse durante la congelación 

del sedimento, reanudándose en este punto al día siguiente. 

 Amplificación de la región intergénica espaciadora 16S-23S 

rRNA: La reacción de amplificación se realizó en tubos eppendorf estériles de 

0,2 mL de capacidad (0.2mL Thermotube, ABgene, Epson, Surrey) para un 
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volumen final de 50 µL que incluía los 10µL de la muestra que contiene el DNA  

problema, 10 µL del tampón de amplificación (INNO-LiPA® Mycobacteria 

Amplification kit), 10 µL de solución de primers comerciales (INNO-LiPA® 

Mycobacteria Amplification kit), 0,3 µL (5U/µL) de Taq DNA polimerasa 

(ABgene House, Epsom, Surrey, UK) y 19,7 µL de agua bidestilada 

(Laboratorios Grifols S.A). Se definieron en el termociclador (Progene Techne, 

Cambridge) las condiciones siguientes: i) un ciclo inicial de 1 min a 95º C; ii) 

tres series de 40 ciclos de 30 s a 95º C, 62º C y 72º C, respectivamente; iii) un 

periodo final indefinido a 4º C. Para comprobar que la reacción de amplificación 

había sido adecuada, se realizó una electroforesis horizontal (Power Pac 300, 

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) (Maxicell EC 360 M Electrophoretichal 

System, EC Apparatus Corporation, St Petersburg, Florida) de los fragmentos 

amplificados a 7,0 V/cm durante 2 horas, en un gel de agarosa (Midi ABgarose, 

ABgene House) al 2% (p/v) en tampón TBE 1X, pH 8 (90 mM Tris 

(hidroxymethyl) aminomethane, Merck; 90 mM ácido bórico, Merck; 2 mM 

EDTA, Sigma-Aldrich Co). En cada análisis se incluyó un patrón de 10 bandas 

de 1.000 a 100 pb (Supperladder-Low 100bp Ladder, ABgene House). Los 

geles fueron teñidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Co) (0,5 µg/mL p/v), 

depositados sobre un transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline 

Transilluminator model TC-312 A, Spectronics Corporation, Westbury) y las 

imágenes fotografiadas mediante un sistema de captación de imágenes 

(DC290 Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company, Rochester, NY). Los 

amplificados se conservaron en nevera a 4º C hasta el momento de su 

utilización. 

 Hibridación: Todo el proceso se realizó siguiendo las 

instrucciones del fabricante, empleando para ello un sistema automatizado, 

Auto-LiPA (Innogenetics N.V., Ghent, Belgium) que permite mediante 

calentamiento - enfriamiento, aspiración y pipeteado automatizados ejecutar en 

su totalidad las fases de hibridación, lavado astringente y desarrollo de la 

coloración, seleccionando el programa específicamente diseñado para ello. 

Para lo cuál: i) las soluciones de hibridación (Hybridization Solution, 

Innogenetics N.V.) y de lavado astringente (Stringent Wash Solution, 
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Innogenetics N.V.) fueron introducidas en los reservorios correspondientes para 

que alcanzasen la temperatura de 62ºC; ii) se prepararon diluciones 1:5 (v/v) 

de la solución de lavado (Rinse Solution, Innogenetics N.V.) con agua 

destilada, y 1:100 (v/v) del conjugado (Conjugate 100X, Innogenetics N.V.) y 

del substrato (Substrate 100X BCIP/NBT, Innogenetics N.V.) con sus 

correspondientes diluyentes (Conjugate Diluent; Substrate Buffer, Innogenetics 

N.V.), que fueron depositadas en sus respectivos reservorios; iii) las tiras de 

nitrocelulosa eran colocadas en los canales de la bandeja, en un extremo de 

los mismos se agregaban 10 µL de solución de desnaturalización (Denaturation 

Solution, Innogenetics N.V.) y 10 µL de DNA amplificado, y se iniciaba el 

proceso. La lectura e interpretación de los resultados se realizó siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Tabla 3.5; Figura 3.2). 

Figura 3.2.- Resultados del ensayo INNO-Lipa.

 

3.4 Estudio de sensibilidad a los antimicrobianos. 

La actividad in vitro de diferentes compuestos, antibióticos y no 

antibióticos, frente a los 103 aislados clínicos y las cepas de control (M. 

kansasii CECT 3030 y M. kansasii tipo VI) se determinó mediante un método 

de microdilución en medio líquido. Además, se realizó un estudio sobre la 

eficacia del Sistema Bactec® MGIT 960 (Becton Dickinson Microbiology 

Systems, Sparks, MD) para los ensayos de sensibilidad de M. kansasii a los 

tuberculostáticos clásicos. 
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3.4.1 Compuestos ensayados. 

Se ensayaron 19 antibióticos y dos sustancias no antibióticas (Tabla 

3.6), algunos de los cuales fueron seleccionados mediante un modelo de 

topología molecular cuántica desarrollado en el departamento de física-química 

de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia (García-García et al., 

2004 y 2005).  

Tabla 3.6.-  Compuestos utilizados en los ensayos de sensibilidad.   

Compuestos ensayados 

Categoría Nombre 

Punto de 
corte (mg/L)

Laboratorio Potencia Solvente 

Estreptomicina Sigma 777 g/mg Agua bidestilada ≥ 10a 

Etambutol Sigma 1 mg/mg Agua bidestilada ≥ 5 a 

Isoniazida Sigma 990 g/mg Dimetilsulfóxido ≥ 5 a 

PAS Sigma 1 mg/mg Hidróxido sódico 1N ≥ 2 a 

Tuberculostáticos 

Rifampicina Sigma 950 g/mg ≥ 1 a Dimetilsulfóxido 

Amikacina Flavine 720 g/mg Agua bidestilada ≥ 32 a 

Kanamicina Sigma 787 g/mg Agua bidestilada ≥ 5 a 

Neomicina Sigma 727 g/mg Agua bidestilada ≥ 5 b, c 

Aminoglicósidos 

Paromomicina Sigma Agua bidestilada – 760 g/mg 

Azitromicina Lesvi 996 g/mg Dimetilsulfóxido ≥ 16 a Macrólidos 

Claritromicina Abbott 979 g/mg ≥ 16 a,d Dimetilsulfóxido 

Clofazimina Clofazimina Sigma 1 mg/mg ≥ 0,5b Dimetilsulfóxido 

Oxazolidinonas Linezolid Pharmacia 1 mg/mg ≥ 32 a, e Dimetilsulfóxido 

Ciprofloxacino Bayer 1 mg/mg Agua destilada ≥ 2 a 

Enoxacino Sigma 1 mg/mg Hidróxido sódico 1N ≥ 2 a 

Enrofloxacino Chemika Fluka 980 g/mg Hidróxido sódico 1N ≥ 2 a 

Lomefloxacino Sigma 1 mg/mg Agua bidestilada ≥ 2 a 

Quinolonas 

Moxifloxacino Bayer 1 mg/mg ≥ 4 f Agua destilada 

Rifamicinas Rifabutina Pharmacia 1 mg/mg ≥ 2  a Dimetilsulfóxido 

Benzalconio Sigma 1 mg/mg Agua bidestilada – No antibióticos 

Trifluoroperazina Sigma Agua bidestilada – 980 g/mg 
a
 CLSI (NCCLS, 2003);  

b Heifets, 1996 ; 
c 

Pérez et al., 1999 ; 
d
 Biehle & Cavalieri, 1992; 

e
 Brown-Elliott et al. , 2003;  

f
 Gillespie 

& Billington, 1999. 

 

Las diferentes sustancias fueron disueltas según las 

recomendaciones citadas en The Index Merck (Anonymous, 1983) (Tabla 3.6), 

empleándose como solventes agua bidestilada estéril (Laboratorios Grifols 
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S.A.), dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich Co), etanol (Panreac Química S.A.) o 

hidróxido sódico 1N (Panreac Química S.A). Las diferentes soluciones fueron 

esterilizadas por filtración (Acrodisc® Syringe Filtres 0,45 µm, Pall Gelman 

Laboratories) y conservadas a -20ºC, hasta su utilización. 

En todos los casos, se inocularon placas control con los distintos 

solventes a la misma concentración que se había empleado para la dilución del 

fármaco, con el fin de comprobar que no se producía inhibición del desarrollo 

de los microorganismos. Las soluciones antibióticas de trabajo se prepararon 

mediante dilución en medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories). 

3.4.2 Estudio de la concentración mínima inhibitoria (CMI). 

La CMI se determinó mediante microdilución en medio Middlebrook 

7H9 (Difco Laboratorios) a pH 6,8, excepto para los ensayos con claritromicina 

y azitromicina que estaba ajustado a pH 7,4, según los protocolos descritos por 

diversos autores (Brown et al. 1992; Franzblau et al. 1998; Bastian et al. 2001) 

con pequeñas modificaciones. Como soporte se utilizaron placas de 

microtitulación de 96 pocillos de fondo en “U” (Placas Microtiter, Lab Center S.L 

Madrid) que contenían 150 L de medio de cultivo, y cada ensayo se realizó 

por duplicado. 

 Concentraciones de antimicrobianos: Inicialmente se 

ensayaron diez concentraciones cuyo rango oscilaba entre 32 mg/L y 0,06 

mg/L. Además, en algunos compuestos cuando fue necesario se probaron 

concentraciones superiores o inferiores a las citadas. Con la finalidad de 

verificar la viabilidad de los aislados y la ausencia de contaminaciones, en 

todos los ensayos se incluyeron los correspondientes controles negativo (medio 

de cultivo con la sustancia a estudiar no inoculado) y positivo (medio de cultivo 

sin la sustancia a estudiar inoculado). 

 Inóculo: A partir de la biomasa de un cultivo de siete días en 

medio Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories) se preparó una suspensión en 

medio Middlebrook 7H9  (Difco Laboratories) que, tras 24h de incubación a 
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37ºC, fue ajustada con un nefelómetro (Sensititre, Trek Diagnostic Systems 

LTD, Imberhorne Lane) a una absorvancia equivalente al patrón 0,5 de 

McFarland y diluida 1:10 (v/v) con medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories). 

Un  volumen de 10 l fue utilizado para la inoculación de los pocillos, excepto 

de los controles negativos. 

 Incubación: Las microplacas fueron selladas con Parafilm® “M” 

(Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI) e incubadas a 37ºC en atmósfera 

convencional durante 10 días; tras lo cuál, se añadió a cada pocillo 20 l de 

Resazurina® (Sigma-Aldrich Co) al 0,025% (p/v), como indicador de óxido-

reducción. Las microplacas fueron selladas de nuevo e incubadas durante un 

periodo adicional de 48h.  

 Lectura e interpretación: Finalizado el periodo de incubación se 

efectuó la lectura de los ensayos que se basó en la capacidad metacromática 

de la resazurina, relacionada con los procesos de óxido-reducción, de modo 

que el crecimiento microbiano determinó un cambio de color azul a rosa (Figura 

3.3). Los resultados fueron considerados adecuados cuando el medio de los 

pocillos control negativo y control positivo era de color azul y de color rosa, 

respectivamente. Por lo tanto, la CMI quedaba definida por la concentración 

más baja que producía inhibición visible del crecimiento bacteriano (Figura 3.3), 

y las CMI50 y CMI90 se definieron como las concentraciones más bajas que 

inhibían el crecimiento del 50% y 90% de los aislados, respectivamente (Guna 

et al., 2005). 

 

Figura 3.3.- Resultado de un ensayo de 
CMI. Puede observarse la variación de 
color de la resazurina. Pocillos azules: 
ausencia de crecimiento bacteriano; 
pocillos rojos: crecimiento bacteriano. 
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3.4.3 Evaluación de la utilidad del Sistema Bactec® MGIT 960 
para los estudios de sensibilidad. 

Con este fin se efectuó un estudio comparativo de los resultados 

obtenidos con el sistema automatizado Bactec® MGIT 960 System (Becton 

Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD) y con los de un nuevo ensayo de 

microdilución, en el que se incluyeron 73 de los 103 aislados clínicos 

estudiados. 

 Tuberculostáticos ensayados y puntos de corte: Se estudió la 

actividad in vitro de estreptomicina, etambutol, isoniazida y rifampicina 

preparándose las soluciones stock y de trabajo, tal como se ha descrito 

previamente (Tabla 3.6). Los resultados se interpretaron siguiendo los criterios 

establecidos por CLSI (NCCLS, 2003) para M. kansasii (Tabla 3.7). 

Tabla 3.7.- Tuberculostáticos ensayados en la evaluación de la utilidad del Sistema 
Bactec® MGIT 960 frente a un método de microdilución para los estudios de 
sensibilidad. 

Concentración (mg/L) Tuberculostático 
Puntos de corte Rango CMI  MGIT 960 

Estreptomicina ≥ 10 0,06 a 32 10 

Etambutol ≥ 5 0,06 a 32 5 

Isoniazida ≥ 5 0,06 a 32 5 

Rifampicina ≥ 1 0,06 a 32 1 

 

 Determinación de CMI mediante microdilución: Se utilizó el 

método de microdilución descrito previamente (véase punto 3.4.2), con 

modificaciones que afectaban al momento de adición de la resazurina y a la 

lectura de los resultados, que se realizaban antes de la inoculación de las 

microplacas y a los 10 días de incubación, respectivamente. 

 Estudio de sensibilidad mediante el sistema automatizado 

Bactec® MGIT 960 System: Este ensayo se realizó siguiendo las 

recomendaciones del fabricante para los estudios de sensibilidad de M. 
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tuberculosis, pero modificando las concentraciones finales de los antibióticos 

(Tabla 3.7). Los aislados fueron inoculados en tubos MGIT (Becton Dickinson), 

suplementados con 0,8 mL de OADC (Becton Dickinson) (MGIT960) e 

incubados en el equipo automatizado Bactec® MGIT 960 System (Becton 

Dickinson), hasta que mostraba una señal positiva de crecimiento. Para 

preparar la suspensión micobacteriana empleada en los procedimientos de 

inoculación, el crecimiento bacteriano de los cultivos positivos en MGIT960 era 

diluido (1:5 v/v) con solución salina si los cultivos habían sido sembrados hacía 

3 - 5 días, o utilizado sin diluir si los cultivos eran de 1 o 2 días. En ambos 

casos, se realizaba una dilución adicional (1:100, v/v) para la inoculación de los 

tubos control.  Para los ensayos de sensibilidad se utilizaron cinco tubos 

MGIT960 suplementados con 0,8 mL de OADC (Becton Dickinson); uno sin 

antibióticos (control de crecimiento) y a los restantes, rotulados cada uno con 

una de las letras del acróstico SIRE (S de estreptomicina; I de isoniazida; R de 

rifampicina, y E de etambutol), se les añadía 0,1 mL de la correspondiente 

solución de trabajo para conseguir las concentraciones finales de: 10 mg/L para 

estreptomicina; 5 mg/L para isoniazida; 1 mg/L para rifampicina, y 5mg/L para 

etambutol (tabla 3-7) (SIRE-MK). Los tubos control fueron inoculados con 0,5 

mL de suspensión micobacteriana diluida (1:100, v/v) y los tubos con fármacos 

con el mismo volumen de la suspensión micobacteriana diluida (1:5, v/v) o no 

diluida. Los tubos inoculados eran colocados (siguiendo el orden: control → 

SIRE) en una gradilla especial (AST NET cariar, 5 nubes; Becton Dickinson) 

que era introducida en el equipo de incubación - lectura, hasta que el sistema 

automatizado daba por finalizado el ensayo (Figura 3.4). 

 

Figura 3.4.- Lectura con luz ultravioleta de un ensayo de sensibilidad SIRE-MK. 
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 Controles de pureza y resolución de resultados discrepantes: 

La pureza de los cultivos se comprobó mediante resiembra de todas las 

suspensiones micobacterianas en placas de agar chocolate (Biomedics) y 

Middelbrook 7H11 (Difco Laboratories). En el caso del método de microdilución, 

con el fin de confirmar la ausencia de contaminantes, se realizó una tinción 

ácido-alcohol resistente de los cultivos. Además, los tubos SIRE-MK que 

mostraron resistencia a los fármacos, se compararon visualmente con los tubos 

MGIT-control de crecimiento y cuando el aspecto macroscópico del crecimiento 

era diferente se realizaba una tinción ácido-alcohol resistente. Los aislados que 

mostraron resultados discrepantes fueron de nuevo ensayados por ambos 

métodos y en el caso de la isoniazida y el etambutol, se incluyeron diluciones 

adicionales (2,5 a 10 mg/L). Los aislados discrepantes se categorizaron como 

resultados falsamente sensibles y resultados falsamente resistentes. 

3.5 Análisis de la diversidad genética. 

La posible existencia de variabilidad genética entre los aislados 

seleccionados se estudió mediante electroforesis de fragmentos de restricción 

en campo pulsante (PFGE) y  análisis del polimorfismo de los fragmentos de 

restricción amplificados (AFLP). 

3.5.1 Estudio del DNA cromosómico mediante PFGE. 

Se siguió en líneas generales, el procedimiento descrito por Singh et 

al. (1999). 

 Preparación de la biomasa: Los aislados eran sembrados en 

medio Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) enriquecido con OADC (10%, v/v), 

e incubados a 37ºC, en atmósfera convencional, durante cinco días. A 

continuación, a los cultivos se les añadía cicloserina (Sigma-Aldrich Co) (1 

mg/mL, p/v), y se reincubaban durante cinco días más. Tras lo cuál, se 

procedía a su centrifrugación (Megafuge 1.0R Heraeus, Kendro Laboratory 

Products, Germany) a 2.000 r.p.m. durante 20 min, y los sedimentos obtenidos 

eran resuspendidos en 2 mL de tampón TE 10:10 pH 8 (10mM Tris-HCl, Merck; 
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10 mM EDTA, Sigma-Aldrich Co), lavados dos veces con el mismo tampón, 

previa centrifugación (2.000 r.p.m., 20 min; Megafuge 1.0R Heraeus), y 

finalmente resuspendidos y ajustados con tampón TE 10:10 a una densidad 

óptica equivalente al patrón 2 de la escala de McFarland. Las suspensiones 

bacterianas fueron sometidas a tres ciclos de congelación - descongelación, de 

10 minutos de duración. Tras el tercer ciclo,  un volumen de cada suspensión 

contenido en tubos eppendorf (Sarstedt, Aktiengesellschaft & Co) fue tratado 

con lisozima (Sigma-Aldrich Co) al 1% (p/v), durante 24 horas a 37ºC. 

 Preparación de los bloques de agarosa: Para su preparación, 

500 L de la biomasa pretratada fueron mezclados (v/v) con agarosa 

(Chromosomal Grade Agarose, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) al 2% 

(p/v) en tampón TE, mantenida a 50-55ºC. La mezcla biomasa-agarosa fue 

dispensada en moldes (Plug Mold, Sample Chef disposable, Bio-Rad 

Laboratories), previamente lavados con etanol al 70% (Panreac Química S.A), 

enjuagados con agua bidestilada (Laboratorios Grifols S.A) y secados en 

estufa; una vez depositada la mezcla biomasa-agarosa en los moldes, se 

mantuvieron en nevera a 4º C durante 30 minutos. 

 Proceso de lisis: Los bloques fueron extraídos de los moldes e 

introducidos en tubos de 16 x 160 mm con tapón de rosca, a los que 

previamente se había añadido 5 mL de tampón de lisis constituido por CTAB (1 

M ClNa, Panreac Química S.A.; 0,1 M EDTA, Sigma-Aldrich Co; 10 mM Tris-

ClH, Merck; 0,5% N-Lauroyl Sarcosine, Sigma-Aldrich Co; 0,2% Sodium 

deoxycholate, Sigma-Aldrich Co; 0,5% Brij, Sigma-Aldrich Co; 0,5mg/mL de 

Proteinasa K®, Sigma-Aldrich Co); se incubaron en horno de hibridación 

(Unitherm 6/12, Laboran, Orcoyen) a 50ºC, en rotación continua, durante 5 

días. Tras ello, se procedió a retirar el tampón CTAB y a reincubar los moldes 

en tampón TE 10:10 pH 8, durante un periodo adicional de 18 horas. 

Finalmente, se realizaron de 4 a 5 lavados, de 30 minutos de duración, con 

tampón TE 10:50, pH 8 (10mM Tris-HCl, Merck; 50mM EDTA, Sigma-Aldrich 

Co) a 50ºC y rotación suave en el horno de hibridación previamente citado. Los 
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bloques fueron guardados a 4ºC en tubos eppendorf (Sarstedt, 

Aktiengesellschaft & Co) con tampón TE 10:50, pH 8. 

 Restricción del DNA: Se emplearon dos endonucleasas de 

restricción, los enzimas XbaI (Promega Corporation, Madison, WI) y VspI 

(Promega Co) que reconoce las secuencia 5’…T/CTAG A…3’ y 5’…AT/TA 

AT…3’, respectivamente. Antes de iniciar la restricción, los bloques fueron 

lavados con TE 10:1, pH 8 (10mM Tris-HCl, Merck; 1mM EDTA, Sigma-Aldrich 

Co), en horno de hibridación a 50ºC y rotación suave durante 45 minutos, y 

tratados dos veces sucesivas a 4ºC, durante periodos de 30 y 60 minutos,  con 

tampón de restricción (Promega Co) al 10% que contenía seroalbúmina bovina 

(Promega Co) al 0,1% (tampón de digestión). Tras lo cuál, se retiró el tampón 

de digestión y los bloques fueron tratados con 150 L de tampón de digestión 

conteniendo  30 UI de XbaI o 40 UI de VspI, durante 20 horas a 37ºC en el 

horno de hibridación citado previamente.  El proceso finalizó con la retirada del 

tampón de digestión y la adición de TE 10:1, pH 8. 

 Electroforesis de los fragmentos de restricción: Para ello, se 

utilizó el sistema Contour Clamped Homogeneous Electric Field (Chef-DR® III 

Pulsed Field Electrophoresis Systems, Bio-Rad Laboratories), y se siguió el 

protocolo de Singh et al. (1999) con pequeñas modificaciones, para lo cuál: i) 

los bloques de agarosa que contenían DNA micobacteriano digerido y el 

marcador de peso molecular (Pulse Marker 50-1000 kb, Sigma-Aldrich Co) 

fueron depositados en los pocillos de un gel de agarosa (Pulsed Field Certified 

Agarose, Bio-Rad Laboratories) al 1% en tampón TBE 0,5X (Bio-Rad 

Laboratories) y sellados con un poco de la misma agarosa; ii) el gel era 

introducido en la interior de la cubeta de electroforesis del sistema Contour 

Clamped Homogeneous Electric Field (Chef-DR III Pulsed Field 

Electrophoresis Systems, Bio-Rad Laboratories) que contenía 2.200 mL de 

tampón TBE 0,5X. Para evitar la degradación del DNA, al tampón TBE 0,5X 

(Bio-Rad Laboratories) empleado para el gel y para la cubeta de electroforesis, 

se le añadió thiourea 50 µM (p/v) (Sigma-Aldrich Co) según los protocolos 
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descritos por Römling & Tümmler (2000), Corkill et al. (2000) y Zhang et al. 

(2004b). Las condiciones de la electroforesis están recogidas en la tabla 3.8. 

 

Tabla 3.8.- Condiciones de electroforesis en campo pulsado. 

Enzima de restricción Características 
Vsp I Xba I 

Voltaje y ángulo 6 V/cm (200 V), 120º 6 V/cm (200 V), 120º 

1 a 5,6 s x 10h 0,5 a 10s x 10h 

5,6 a 16,6 s x 6h Pulsos 

16,6 a 23 s x 4h 

10 a 17 /seg x 4h 

 

 

 

 

 Lectura e interpretación: Tras la separación electroforética, los 

geles fueron teñidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich Co) (0.5 g/mL) 

durante 20 min, lavados con agua destilada en agitación suave durante 20 min, 

y observados mediante transiluminación con luz ultravioleta (Spectroline 

Transilluminator model TC-312 A, Spectronics Corporation), y las imágenes 

fueron fotografiadas mediante un sistema de captación de imágenes (DC290 

Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company). El tamaño relativo de los 

fragmentos fue calculado mediante el programa informático 1D Manager 

versión 2.0 (TDI, Tecnología para Diagnóstico e Investigación S.A., 

Alcobendas). Las bandas obtenidas en cada perfil fueron analizadas 

densitométricamente, determinando su tamaño molecular por comparación con 

marcadores externos, mediante un modelo matemático que convierte las 

distancias de migración en tamaños moleculares relativos. La similitud entre los 

aislados se calculó según el coeficiente de Dice, (SD= 2ª/2ª+b+c; dónde “a” es 

el número de fragmentos apareados, y “b” y “c” el número de fragmentos no 

apareados de las cepas comparadas) (Struelens et al., 1999), mediante el 

programa Lane Manager versión 2.1 (TDI), que además permite la agrupación 

de los aislados en función del nivel de similitud, mediante las comparaciones de 

los tamaños moleculares (UPGMA, unweighted pair group mathematical 

average) y la obtención de un dendograma de homología. Los dendogramas de 

homología se obtuvieron mediante el paquete estadístico SPSS 11.0 para 

Windows y aplicación del coeficiente de Dice. La interpretación de los patrones 
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de PFGE obtenidos, se realizó en principio siguiendo los criterios de Tenover et 

al. (1995). 

 Estudio del poder discriminatorio de la técnica: El poder 

discriminatorio de un método de tipificación es su capacidad para distinguir 

entre cepas no relacionadas (Hunter & Gaston, 1988). En este estudio se aplicó 

el índice de diversidad de Simpson (Hunter & Gaston, 1988; Dillon et al., 1993), 

siguiendo el protocolo descrito por diferentes autores (Van Looveren et al., 

1999; Louie et al., 1996), pero llevando a cabo la comparación de los 

resultados obtenidos con los diferentes enzimas de restricción. El índice viene 

dado por la siguiente ecuación: 

 

Donde “N” es el número total de cepas de la muestra, “s” es el 

número total de tipos descritos y “nj” es el número de cepas que pertenecen al 

tipo “j”. Esta ecuación puede ser aplicada tanto para la comparación directa del 

poder de discriminación de diferentes métodos de tipaje, como para el análisis 

del poder de discriminación de esquemas de tipaje combinados. Según 

consideran Hunter & Gaston (1988), el nivel aceptable de discriminación 

dependerá en cada caso de un gran número de factores, pero un índice mayor 

del 0,90 sería lo deseable, para que los resultados puedan ser interpretados 

con confianza. 

3.5.2 Estudio de DNA cromosómico mediante AFLP. 

El análisis  mediante AFLP se realizó siguiendo los procedimientos 

descritos por Gaafar et al. (2003). Se realizaron una serie de ensayos iniciales, 

con el fin de encontrar las condiciones óptimas con las que llevar a cabo 

nuestro análisis AFLP. Para ello, se seleccionaron aleatoriamente tres cepas 

pertenecientes a distintos pacientes y se incluyó la cepa control M. kansasii 
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CECT 3030. En estos primeros estudios, se ensayaron a la vez los tres 

iniciadores (Apa-A, Apa-C y Apa-T) que con la reacción de amplificación, daban 

mejores resultados, es decir mejores patrones de restricción, según lo descrito 

por Gaafar et al. (2003). 

 Preparación de la biomasa: Los aislados objeto de estudio 

fueron sembrados en medio Middlebrook 7H11 (Difco Laboratories) 

suplementado con OADC al 10%, e incubados en estufa de 37ªC en atmósfera 

convencional durante 12 días. 

 Lisis microbiana: Dos asas bacteriológicas bien cargadas con 

biomasa procedente del crecimiento obtenido en Middlebrook 7H11 (Difco 

Laboratories) fueron transferidas a tubos eppendorf estériles de microcentrífuga 

(Sarstedt, Aktiengesellschaft & Co), que contenían 400 µL de solución TE 1X 

(Tris-HCl 10mM pH 8, Merck; EDTA 1mM pH 8, Sigma-Aldrich Co), y la 

suspensión fue inactivada mediante calentamiento a 80ºC, durante 20 min. 

Tras lo cuál, se añadía lisozima (Sigma-Aldrich Co) al 1% (p/v) y la mezcla se 

incubaba a 37ºC, durante 18 horas. Al día siguiente, se añadía  75 µL de 

solución de SDS (Sigma-Aldrich Co) al 10% (p/v) y Proteinasa K (Sigma-Aldrich 

Co) al 0,7% (p/v) y se incubaba durante 10 min a 65ºC. Finalmente, 100 µL de 

NaCl 5M (Panreac Química S.A.) y 100 µL de la solución CTAB-NaCl (Sigma-

Aldrich Co) precalentada a 65ºC fueron agregados a la mezcla anterior; la 

solución resultante fue agitada vigorosamente, hasta que el contenido líquido 

adquirió color blanco lechoso, e incubada durante 10 min a 65ºC. 

 Extracción del DNA cromosómico: la suspensión obtenida en el 

proceso de lisis fue diluida (1:1, v/v) con 750 µL de cloroformo: alcohol 

isoamílico (25:24:1, v/v) (Sigma-Aldrich Co) y la mezcla fue homogeneizada 

vigorosamente durante, al menos, 10 segundos y posteriormente centrifugada 

(Eppendorf Centrifuge 5417 C, Brinkmann Instruments INC) durante 8 minutos 

a 11.000-13.000  r.p.m. a temperatura ambiente. La fase acuosa obtenida tras 

la centrifugación fue transferida a un nuevo tubo eppendorff estéril (Sarstedt, 

Aktiengesellschaft & Co), y se añadió isopropanol (Panreac Química S.A) de 
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modo que la mezcla quedara diluida a razón de 1:0,6 (v/v). Se removieron los 

tubos arriba y abajo, lentamente hasta hacer precipitar el ácido nucleico y luego 

se dejaron a -20ºC durante 30 minutos para acabar centrifugando a 13.000 

r.p.m. (Eppendorf Centrifuge 5417 C) durante 15 min; el sedimento obtenido, 

tras decantación cuidadosa del sobrenadante, fue lavado con 1mL de etanol 

70º (Panreac Química S.A) conservado a -20ºC, mediante movimientos de 

inversión de los tubos y centrifugado de nuevo como en el paso anterior 

durante 5 min. El sedimento obtenido, tras decantar cuidadosamente el 

sobrenadante, fue secado mediante evaporación del etanol a temperatura 

ambiente o con aire seco (37ºC) en incubador (Unitherm 6/12, Laboran, 

Orcoyen) durante 15 min. El sedimento fue resuspendido en 50µL de TE 1X pH 

8, manteniéndolo en incubador/horno de hibridación a 37ºC durante una hora, y 

finalmente, conservado en nevera a 4ºC, hasta su posterior utilización. 

 Cuantificación de la concentración de DNA: Se realizó 

mediante la lectura de la densidad óptica de cada muestra a 260-280 nm de 

longitud de onda en un espectrofotómetro de luz ultravioleta (Shimatzu UV-160, 

Shimatzu Corporation, Kyoto). Para los cálculos correspondientes, se estimó 

que cada unidad de densidad óptica correspondía aproximadamente a 50 

µg/mL de DNA de doble cadena (Maniatis et al., 1989). 

 Restricción enzimática de DNA: Se realizó con la endonucleasa 

de restricción ApaI (ABgene House), que reconoce y corta la secuencia 5´-

GGGCC/C-3´. Para lo cuál, el DNA obtenido según el procedimiento 

previamente descrito fue diluido al 10% con tampón de restricción comercial 

(ABgene House), de modo que su concentración final fuese de 0,05 µg/mL, y 6 

µL de dicha solución fueron tratados con 20U de la endonucleasa a 30ºC 

durante 120 minutos. El DNA digerido fue conservado a 4ºC hasta el momento 

de su utilización. 

 Preparación de los adaptadores de doble cadena: Se preparó 

una mezcla equimolecular en tampón PCR 1X (ABgene House) de los 

oligonucleótidos Apa-1 (ABgene House) y Apa-2 (ABgene House) que 
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reconocen las secuencias 5´-TCG TAG ACT GCG TAC AGG CC-3´ y 5´-TGT 

ACG CAG TCT AC-3´,  respectivamente, y la hibridación se realizó mediante 

enfriamiento en termociclador (Progene Techne, Cambridge) desde 80ºC a 

4ºC, con una disminución térmica de 1ºC/min.  Los adaptadores de doble 

cadena obtenidos, fueron conservados en nevera a 4ºC durante un periodo de 

tiempo no superior a una semana. 

 Ligación de los adaptadores al DNA digerido e inactivación 

de la T4 ligasa: para la reacción de ligación, 10 µl del DNA micobacteriano 

digerido fueron diluidos (v/v) con tampón de ligación (Promega Corporation, 

Madison, WI, USA) al 10% (v/v) con 1 U de T4 ligasa (Promega Co) y 0,2 µg 

del adaptador de doble cadena, e incubados a 37ºC, durante 2h, en horno de 

hibridación (Unitherm 6/12, Laboran). Tras lo cuál y con la finalidad de inactivar 

la T4 ligasa, las muestras fueron diluidas con 35 µL de agua bidestilada estéril 

(Laboratorios Grifols S.A.) e incubadas a 65ºC durante 10 min, en horno de 

hibridación. Finalmente, fueron conservadas a 4ºC o a -20ºC, dependiendo si 

iban a ser procesadas antes de una semana o no, respectivamente. 

 Amplificación: La reacción de amplificación se realizó en tubos 

eppendorf estériles de 0,2 mL de capacidad (0.2mL Thermotube, ABgene 

House) que contenían 50 µL de una dilución 1:9 (v/v) del DNA digerido y ligado 

en tampón de PCR 1X con 1,5mM de MgCl2 (Abgene House) adicionado de 

10% de glicerol (Merck), 1,25 U de Taq DNA polimerasa (ABgene House), 

deoxinucleótido trifosfato 250 µM (Promega Co), y un único primer a una 

concentración de 1 µM (Abgene House) (Tabla 3.9). Se definieron en el 

termociclador (Progene) las temperaturas y los tiempos de desnaturalización, 

alineamiento y extensión, siguientes: i) un ciclo inicial de 5 min a 95ºC; ii) 

treinta y tres ciclos de 1 min a 95ºC, 1 min a 60ºC y 2,5 min a 72ºC; iii) un 

periodo de extensión final de 5 minutos a 72ºC. Los amplificados fueron 

conservados a 4ºC hasta su utilización. 
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Tabla 3.9.- Secuencias de los primers empleados. 

Primer Secuencia 

Apa-A 5’ – GAC TGC GTA CAG GCC CA- 3’ 

Apa-C 5’ – GAC TGC GTA CAG GCC CC- 3’ 

Apa-T 5’ – GAC TGC GTA CAG GCC CT- 3’ 

 

 

 1         2        3       4        5        6         7        8        9       10      11      12      13 

 

 

 

Figura 3.5.- Carreras 1 a 4: perfiles obtenidos con el iniciador Apa-A; 
carreras 5, 6, 8 y 9: perfiles obtenidos con el iniciador Apa-T; carreras 10 
a 13: perfiles obtenidos con el iniciador Apa-C; carrera 7: control de 
tamaño molecular. 

 

 Electroforesis y visualización de los fragmentos 

amplificados: Los amplicones fueron separados mediante electroforesis 

horizontal (Power Pac 300, Bio-Rad Laboratories) (Maxicell EC 360 M 

Electrophoretichal System, EC Apparatus Corporation) a 3,5 V/cm durante 4 h, 

en un gel de agarosa (Midi ABgarose, Abgene House) al 2% (p/v) en tampón 

TBE 1X pH 8 (90mM Tris hydroxymethyl aminomethane, Merck; 90mM ácido 

bórico, Merck; 2mM EDTA, Sigma-Aldrich Co). En cada análisis se incluyó un 

patrón de 10 bandas de 1.000 a 100 pb (Supperladder-Low 100bp Ladder, 

ABgene House). Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich 
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Co) (0,5 µg/mL), depositados sobre un transiluminador de luz ultravioleta 

(Spectroline Transilluminator model TC-312 A, Spectronics Corporation,) y las 

imágenes fotografiadas mediante un sistema de captación de imágenes 

(DC290 Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company) (Figura 3.5). 

 Análisis e interpretación: El tamaño relativo de los fragmentos 

fue calculado mediante el programa informático 1D Manager versión 2.0 (TDI), 

y la similitud entre los aislados se calculó según el coeficiente de Dice mediante 

el programa Lane Manager versión 2.1 (TDI) y el paquete estadístico SPSS 

11.0 para Windows, aplicando igualmente el coeficiente de Dice, para la 

obtención de las matrices y los dendogramas de homología. El criterio seguido 

para establecer diferencias entre los patrones de AFLP obtenidos, fue 

considerar que eran aislados iguales aquellos que tenían el mismo número y 

tamaño de fragmentos, y diferentes aquellos cuyos perfiles diferían en uno o 

más fragmentos (Gaafar et al., 2003). 

 Estudio del poder discriminatorio de la técnica: Al igual que en 

el análisis PFGE, se aplicó el índice de diversidad de Simpson (Hunter & 

Gaston, 1988; Dillon et al., 1993) para comprobar el poder discriminatorio de 

los enzimas empleados. Además, este índice fue utilizado para conocer cuál de 

los dos procedimientos, PFGE y AFLP, era más discriminante. 
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4.1 Resultados de la identificación fenotípica. 

El estudio de las características morfo-culturales demostró que los 

aislados clínicos incluidos en el estudio se caracterizaban por: i) ser bacilos 

ácido-alcohol resistentes de morfotipo celular acebrado; ii) crecer 

adecuadamente a 37º C en atmósfera convencional, en medios específicos 

para micobacterias (Löwenstein-Jensen, Middlebrook 7H11 y 7H9), aunque su 

crecimiento nunca fue ostensible antes de los siete días, y  ser incapaces de 

desarrollarse en medio de MacConkey sin cristal violeta; iii) dar lugar en los 

medios sólidos a colonias fotocromógenas de morfotipo S/R, cuya 

pigmentación variaba desde amarillo pálido a amarillo intenso y se intensificaba 

con el envejecimiento de los cultivos, y en los medios líquidos a un sedimento 

de color amarillo pajizo (Figura 4.1). 

 

 

 

 

Figura 4.1.- Fotoinducción de un cultivo de 
M. kansasii en medio de Löwenstein-
Jensen: A) Cultivo antes de la exposición a 
la luz; B) Cultivo tras la exposición a la luz. 
Obsérvese la coloración amarillenta de las 
colonias del tubo B (cultivo fotocromógeno). 

Características que compartían con las cepas control, aunque la 

fotocromogenicidad de M. kansasii genotipo VI, sólo pudo ponerse de 

manifiesto tras exposición lumínica prolongada (24 horas) y posterior 

reincubación a 37º C, durante tres días. Las características culturales 

permitieron la identificación preliminar de los aislados como micobacterias del 

grupo I de Runyon, y la morfología celular sustentaba su adscripción a la 

especie M. kansasii. Las características bioquímicas básicas, especialmente la 
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detección de actividades nitrato-reductasa, acumulación de niacina, catalasa 

termo-resistente e hidrolítica del Tween 80 permitieron, junto con las 

características morfo-culturales la identificación de los aislados como  M. 

kansasii (Tabla 4.1). 

 

Tabla 4.1.- Características culturales y bioquímicas de los aislados y cepa control 
estudiados. 
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Crecimiento >7 días 100% + Acumulación de niacina 0% - 

Morfología celular acebrada 100% + Catalasa a 68ºC 100% + 

Colonias SR 100% + Hidrólisis del Tween  80 97,1% + 

Fotocromogenicidad 100% + Reducción del telurito 100% + 

Crecimiento en MacConkey  0% - Pirazinamidasa 0% - 

Nitratasa 100% +    

 

Los resultados obtenidos demostraron la gran homogeneidad 

fenotípica de los aislados estudiados, ya que el 97,1% presentaron un perfil 

común. Los tres aislados (2,9%) que mostraron actividad catalasa termo-

resistente, nitrato-reductasa y reductora del telurito, pero que carecían de 

actividad Tween 80-hidrolítica, fueron incluidos en el biotipo 2 de la clasificación 

descrita por el grupo GEMKA y los restantes (97,1%) se incluyeron en el biotipo 

1 (Tabla 4.2). 

Tabla 4.2.- Biotipos detectados según el esquema del grupo GEMKAa. 

Característica 
Aislados  
clínicos 

Biotipo 
Nitratasa 

Catalasa 
68ºC 

Hidrólisis 
Tween 80 

Reducción 
del telurito

Nº casos % 

1 + + + + 100 / 103 97,1% 

2 + + - + 3 / 103 2,9% 
a  Calatayud et al. ( 2004) 
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Los aislados seleccionados para el estudio de actividades 

enzimáticas mediante la galería bioquímica api® ZYM, pertenecían al biotipo 1 

del esquema de Calatayud et al. (2004). Los resultados obtenidos están 

recogidos en la tabla 4.3. 

 

Tabla 4.3.- Actividades enzimáticas detectadas mediante el sistema api® ZYM. 

Aislados de 
pacientes 

Aislados de 
pacientes Actividad 

VIH - VIH + 

Actividad 
VIH - VIH + 

Fosfatasa alcalina 11/11 5/5 Naftol-AS-BI-fosfohidrolasa 11/11 5/5 

C4 esterasa  11/11 5/5 α- galactosidasa 0/11 0/5 

C8 esterasa lipasa 11/11 5/5 β- galactosidasa 0/11 0/5 

C14 lipasa 11/11 5/5 β- glucoronidasa 0/11 0/5 

Leucina arilamidasa 11/11 5/5  α- glucosidasa 9/11 5/5 

Valina arilamidasa 5/11 4/5  β- glucosidasa 8/11 5/5 

Cistina arilamidasa 11/11 5/5  N-acetil- β-glucosaminidasa 6/11 3/5 

Tripsina 3/11 4/5  α- manosidasa 0/11 0/5 

α- quimotripsina 2/11 3/5  -fucosidasa 10/11 1/5 

Fosfatasa ácida 11/11 5/5  

 

 

La actividad -fucosidasa permitió la inclusión de los aislados en dos 

de los biotipos de Tortoli et al. (1994b), 11 de ellos (68,7%) caracterizados por 

poseer dicha actividad fueron identificados como pertenecientes al biotipo 1 y 

los restantes como biotipo 2 (Tabla 4.4; Figura 4.2). El análisis estadístico 

demostró la existencia de una asociación significativa entre los aislados 

obtenidos de pacientes VIH positivos y la pertenencia a este último biotipo 

(prueba exacta de Fisher p < 0,013). 

Tabla 4.4.- Biotipos detectados según el esquema de Tortoli et al. (1994b). 

Característica Aislados clínicos 
Biotipo 

-fucosidasa Fosfatasa alcalina Nº de casos % 

1 + + 11 68,7 

2 - + 5 31,3 
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Aislado1

Aislado 2 

 1        2       3       4        5        6       7       8       9       10        11     12     13     14      15     16      17     18      19      20

Figura 4.2.- Galería api® ZYM correpondiente a dos aislados.  En la posición 20 (α-
fucosidasa) del aislado 1, se observa una reacción positiva y en el aislado 2 una reacción 
negativa. 

4.2 Resultados sobre la identificación molecular. 

Los 103 aislados clínicos y la cepa control M. kansasii CECT 3030 

hibridaron con la sonda de DNA específica de M. kansasii (Accuprobe® Gen-

Probe Inc), lo que permitió corroborar los resultados de la identificación 

fenotípica. Sin embargo, dicha sonda no híbridó con la cepa M. kansasii 

genotipo VI (Tabla 4.5). 

La amplificación de la región intergénica espaciadora del rRNA 16S-

23S del ensayo INNO-LiPA, permitió la obtención en todos los casos de un 

único amplicón de 400 a 550 pb, que era el tamaño esperado (Figura 4.3). 

    M 

450 pb 
Amplicones

 

Figura 4.3.-  Resultados de la amplificación del ensayo INNO-LiPA®. 
Carrera M: marcador de peso molecular; Carreras 13 a 
17: amplicones. 
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La hibridación inversa del ensayo INNO-LiPA® permitió constatar que 

los aislados clínicos y la cepa control M. kansasii CECT 3030 hibridaban con 

las sondas 1 (control de conjugado), 2 (específica de género Mycobacterium) y 

4 (MKA 1, específica de M. kansasii grupo 1), lo cuál permitió su identificación 

como M. kansasii genotipo I. Sin embargo, la cepa  M. kansasii genotipo VI lo 

hizo con las sondas 1, 2 y 6 (MKA 3), correspondiente esta última a M. kansasii 

genotipos III a V y M. gastri (Tabla 4.5). 

Tabla 4.5.- Resultados de la identificación molecular. 

Hibridación reversa (INNO-LiPA) 

Organismo 

G
en

-P
ro

b
e 

M
. k

an
sa

si
i 

S
o

n
d

a 
1

a   

S
o

n
d

a 
2

b
 

S
o

n
d

a 
4

c  

S
o

n
d

a 
5

d
 

S
o

n
d

a 
6

e  

 
Identificación 

Aislados clínicos + 
(100%) 

+ + + - - M. kansasii genotipo I 

M. kansasii      
CECT 3030 + + + + - - M. kansasii genotipo I 

M. kansasii      
genotipo VI - + + - - + 

M. kansasii genotipo III a V 
M. gastri 

a: control de conjugado; b: específica de género Mycobacterium; c: específica de M. kansasii
genotipo I; d: específica de M. kansasii genotipo II; e: específica de M. kansasii genotipos III a V y 
de M. gastri. 

4.3 Resultados del estudio de sensibilidad a los 
antimicrobianos. 

Los ensayos preliminares, encaminados a comprobar la eficacia de la 

resazurina en la interpretación de los resultados, demostraron la ausencia de 

diferencias significativas intra e inter-ensayo, y que su interpretación era más 

fácil cuando se realizaba con resazurina (Figura 4.4). 

La cepa control M. kansasii CECT 3030 presentó un perfil de 

sensibilidad concordante con el informado por la Colección Española de 

Cultivos Tipo, siendo sensible a isoniazida (CMI: 1 mg/L), rifampicina (CMI: 

0,125 mg/L) y etambutol (CMI: 2,5 mg/L), y resistente a estreptomicina (CMI: ≥ 

32 mg/L). Con respecto al resto de sustancias estudiadas, presentó resistencia 
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a enoxacino (CMI: 4 mg/L) y lomefloxacino (CMI: 2 mg/L), y sensibilidad a los 

otros fármacos. Mientras que M. kansasii tipo VI, presentó resistencia a las 

quinolonas anteriormente mencionadas (enoxacino, CMI: 8 mg/L; 

lomefloxacino, CMI: 2 mg/L), a kanamicina, neomicina y paromomicina (CMI: ≥ 

32 mg/L), y al PAS (CMI: 4 mg/L). 

 

Figura 4.4.-  Estudio de sensibilidad mediante microdilución. Se muestra un ensayo 
sin resazurina y otro con resazurina, evidenciándose la fácil lectura de 
éste último. 

Los resultados de las CMI´s obtenidas mediante el método de 

microdilución frente a los 103 aislados, las CMI50 y CMI90, y la proporción de 

aislados resistentes, están recogidos en las tablas 4.6 y 4.7, respectivamente. 

Los fármacos empleados en el tratamiento habitual de las infecciones 

producidas por M. kansasii, isoniazida, rifampicina y etambutol, mostraron 

buena actividad. En el caso de la isoniazida, el rango de la CMI varió entre 

0,125 mg/L y 4 mg/L, y las CMI50 y CMI90 fueron de 2 mg/L y 4 mg/L, 

respectivamente. La rifampicina inhibió a los aislados a concentraciones entre ≤ 

0,06 mg/L y 2 mg/L, con CMI50 y CMI90 de 0,125 mg/L y 0,25 mg/L; mientras 

que el rango de las CMI para etambutol varió entre 0,5 y 8 mg/L, y las CMI50 y 

CMI90 fueron de 4 mg/L. De modo, que todos los aislados ensayados resultaron 

sensibles a isoniazida, ya que fueron inhibidos con concentraciones inferiores 

al punto de corte recomendado por CLSI; tres de ellos (2,9%) mostraron 

resistencia a etambutol y uno (0,9%) a rifampicina (Tablas 4.6 y 4.7). 
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La CMI de los aislados que mostraron resistencia a rifampicina y 

etambutol fue de 2 mg/L y 5 mg/L, respectivamente; concentraciones muy 

próximas en ambos casos al punto de corte establecido para estos antibióticos. 

Entre los aminoglucósidos, la estreptomicina y la amikacina 

mostraron muy buena actividad con CMI50 y CMI90, en ambos casos, de 1 mg/L 

y 4 mg/L, respectivamente; de modo que todos los aislados fueron 

considerados como sensibles  (Tablas 4.6 y 4.7). 

Tabla 4.6.- Resultados de los estudios de sensibilidad mediante microdilución en medio líquido. 

CMI mg/L(% acumulado) 
Compuesto 

≤0,06 0,125 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0 8,0 16,0 ≥32,0 

Estreptomicina    1,9 52,4 87,4 100    

Etambutol    1,9 2,9 44,7 97,1 100   

Isoniazida  0,9 1,9 13,6 35,0 73,8 100    

PAS   1,0  11,7 26,2 72,8 96,1 97,1 100 

Rifampicina 39,8 68,9 97,1 99,0  100     

Amikacina  2,9 11,7 30,1 63,1 79,6 97,1 99 100  

Kanamicina    2,9 14,6 51,5 79,6 95,1 100  

Neomicina   0,9  2,9 8,7 52,4 93,2 100  

Paromomicina     8,7 44,7 87,4 97,1 98,1 100 

Azitromicina  2,9 16,5 59,2 91,3 95,1 99,0 100   

Claritromicina 89,3 93,2 96,1 100       

Clofazimina 71,8 90,3 95,1 98,1 100      

Linezolid  5,8 25,2 63,1 90,2 96,1 100    

Ciprofloxacino 0,9 1,9 4,9 42,7 83,5 95,1 96,1 98,1 100  

Enoxacino     1,9 7,8 34,0 91,3 99,0 100 

Enrofloxacino 26,4 91,3 93,2 95,1 98,1 100     

Lomefloxacino    5,8 18,4 68,9 85,4 96,1 97,1 100 

Moxifloxacino 61,2 91,2 95,1 97,1 100      

Rifabutina 88,3 92,2 94,2 98,1 100      

Benzalconio   1,9 10,7 22,3 39,8 92,2 100   

Trifluoroperazina   1,9 7,8 17,5 31,1 68,0 89,3 97,1 100 
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La CMI90 de kanamicina y neomicina fue de 8 mg/L para ambos 

antibióticos y la proporción de aislados resistentes detectada fue del 20,4% y 

del 47,6%, respectivamente. El rango de la CMI para la paromomicina varió 

entre 1 mg/L y ≥ 32 mg/L, y la CMI90 fue de 8 mg/L; de modo que si 

consideramos el mismo punto de corte de la neomicina por tratarse de un 

antibiótico de estructura química similar (pseudotetrasacárido: aminociclitol 2-

desoxiestreptamina), la proporción de aislados resistentes sería del 12,6% 

(Tablas 4.6 y 4.7). 

Entre las quinolonas observamos resultados dispares dependiendo 

del grupo al que pertenecen, siendo in vitro más activas las de cuarta 

generación, las 8-metoxifluoroquinolonas, representadas en este estudio por 

moxifloxacino, que las restantes moléculas estudiadas; para este antibiótico, el 

rango de las CMI estuvo comprendido entre ≤ 0,06 mg/L y 1 mg/L, la CMI90 fue 

de 0,125 mg/L, y no detectamos aislados resistentes. En el caso de las 

quinolonas de segunda generación, enoxacino y lomefloxacino, el rango de las 

CMI varió entre 1 y ≥ 32 mg/L, y 0,5 y ≥ 32 mg/L, respectivamente. En ambos 

casos, la CMI90 fue de 8 mg/L, y la proporción de aislados resistentes fue de 

98,1% y 81,6%, respectivamente. De las quinolonas de tercera generación 

ensayadas, enrofloxacino fue más activo que ciprofloxacino con CMI50 y CMI90 

de 0,125 mg/L y un 1,9% de aislados resistentes, frente al 16,5% de 

resistencias que obtuvimos en el caso de ciprofloxacino (Tablas 4.6 y 4.7). 

Los macrólidos estudiados, azitromicina y claritromicina, mostraron 

una gran actividad in vitro, ninguno de los aislados fue resistente a estos 

antibióticos, y la CMI90 fue de 1mg/L y 0,125 mg/L, respectivamente (Tablas 4.6 

y 4.7). 

El rango de inhibición del PAS varió entre 0,25 mg/L y ≥ 32 mg/L, la 

CMI90 fue de 8 mg/L y el porcentaje de resistencias del 88,3%. La proporción 

de aislados resistentes a clofazimina fue del 4,9%, su rango inhibitorio estuvo 

comprendido entre ≤ 0,06 a 1 mg/L, y su CMI90 de 0,125 mg/L (Tablas 4.6 y 

4.7). 
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Tabla 4.7.- Rango de CMI, CMI50 y CMI90 obtenidos mediante microdilución. Punto de 
corte de cada compuesto y porcentaje de aislados resistentes. 

CMI mg/L 
Compuesto 

Rango CMI50 CMI90 Punto de Corte  
% aislados 
resistentes 

Estreptomicina 0,5 a 4 1 4 ≥ 10a 0 

Etambutol  0,5 a 8 4 4 ≥ 5 a 2,9 

Isoniazida 0,125 a 4 2 4 ≥ 5 a 0 

PAS 0,25 a ≥ 32 4 8 ≥ 2 a 88,3 

Rifampicina ≤ 0,06 a 2 0,125 0,25 ≥ 1 a 0,9 

Amikacina 0,125 a 16 1 4 ≥ 32 a 0 

Kanamicina 0,5 a 16 2 8 ≥ 5 a 20,4 

Neomicina 0,25 a 16 4 8 ≥ 5 b, c 47,6 

Paromomicina 1 a ≥ 32 4 8 – – 

Azitromicina 0,125 a 8 0,5 1 ≥ 16 a 0 

Claritromicina* ≤ 0,06 a 0,5 ≤ 0,06 0,125 ≥ 16 a,d 0 

Clofazimina ≤ 0,06 a 1 ≤ 0,06 0,125 ≥ 0,5b 4,9 

Linezolid 0,125 a 4 0,5 1 ≥ 32 a, e 0 

Ciprofloxacino** ≤ 0,06 a 16 1 2 ≥ 2 a 16,5 

Enoxacino 1 a ≥ 32 8 8 ≥ 2 a 98,1 

Enrofloxacino ≤ 0,06 a 2 0,125 0,125 ≥ 2 a 1,9 

Lomefloxacino 0,5 a ≥ 32 2 8 ≥ 2 a 81,6 

Moxifloxacino ≤ 0,06 a 1 ≤ 0,06 0,125 ≥ 4 f 0 

Rifabutina ≤ 0,06 a 1 ≤ 0,06 0,125 ≥ 2  a 0 

Benzalconio 0,25 a 8 4 4 – – 

Trifluoroperazina 0,25 a ≥ 32 4 16 – – 

a CLSI (NCCLS, 2003);  b Heifets, 1996 ; c Pérez et al., 1999 ; d Biehle & Cavalieri, 1992; e Brown-Elliott et al. , 
2003;  f Gillespie & Billington, 1999; * Clase representativa de los nuevos macrólidos; ** Clase representativa de 
las viejas fluoroquinolonas (entre las que incluimos, enoxacino, lomefloxacino y el enrofloxacino que es un 
derivado del ciprofloxacino), pero no tan activo in vitro como las nuevas 8-metoxifluoroquinolonas. 

A diferencia de lo que sucedió con la rifampicina, antibiótico para el 

que un aislado presentó resistencia con CMI de 2 mg/L, todos ellos fueron 

uniformemente sensibles a la rifabutina, con CMI50 de ≤ 0,06 mg/L y CMI90 de 

0,125 mg/L. Linezolid fue activo frente a todos los aislados, ya que fueron 

inhibidos por concentraciones inferiores al punto de corte establecido para las 
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micobacterias. El rango de CMI estuvo comprendido entre 0,125 mg/L y 4 

mg/L, y las CMI50 y CMI90 fueron de 0,5 mg/L y 1 mg/L, respectivamente 

(Tablas 4.6 y 4.7). 

Finalmente, resta comentar, el perfil de sensibilidad que presentaron 

las cepas frente a las dos sustancias no antibióticas estudiadas, benzalconio y 

trifluoroperazina; aunque no disponemos de puntos de corte, mostraron 

actividad in vitro frente a M. kansasii con CMI90 de 4 mg/L en el caso del 

benzalconio y CMI90 de 16 mg/L en el de la trifluoroperazina (Tablas 4.6 y 4.7). 

4.4 Resultados de la evaluación del sistema Bactec® MGIT 960 
para los estudios de sensibilidad. 

Los resultados obtenidos en el estudio de la cepa control M. kansasii 

CECT 3030 mediante el método de microdilución, que se realizó en paralelo 

con el ensayo del sistema  Bactec® MGIT 960, coincidieron con los resultados 

comentados en el punto anterior (isoniazida, CMI: 1 mg/L; rifampicina, CMI: 

0,125 mg/L; etambutol, CMI: 2,5 mg/L; estreptomicina, CMI: ≥ 32 mg/L). Estos 

datos concuerdan con los resultados obtenidos con el  sistema  Bactec® MGIT 

960 (estreptomicina, >10 mg/L; isoniazida, <5 mg/L; rifampicina, <1mg/L; 

etambutol, <5 mg/L) (Figura 4.5). 

El estudio de sensibilidad mediante el método de microdilución, tuvo 

que repetirse en el caso de cinco aislados, puesto que se objetivó al realizar la 

lectura, la existencia de contaminación bacteriana. En general, podemos decir 

que todos los fármacos mostraron una buena actividad in vitro frente a los 73 

aislados clínicos estudiados, siendo todos ellos sensibles a la isoniazida y a la 

estreptomicina, con una CMI90 de 4 mg/L y 2 mg/L, respectivamente. Del 

mismo modo, la CMI50 y CMI90 de la rifampicina fue de 0,125 y 0,25 mg/L, 

respectivamente, con una proporción de aislados resistentes del 1,4%. En el 

caso del etambutol, la CMI50 y CMI90 fue de 2 mg/L y 4 mg/L, respectivamente, 

siendo el porcentaje de aislados resistentes del 4,1% (Tabla 4.8). 

El estudio de sensibilidad mediante SIRE-MK se repitió en cinco 
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aislados: en cuatro casos debido al sobrecrecimiento de los tubos, que habían 

sido inoculados tras 3-5 días de incubación de la suspensión micobacteriana, y 

en un caso debido a la contaminación bacteriana del tubo control del ensayo. 

Con esta técnica, todos los aislados fueron sensibles a etambutol, rifampicina y 

estreptomicina, y uno de ellos (1,4%) fue resistente a isoniazida (Figura 4.5). 

B A 

 

Figura 4.5.-  A: Cepa resistente a la isoniazida. B: Resultado de la cepa control con el 
sistema Bactec MGIT 960. 

 
 
Tabla 4.8.- Resultados de los estudios de sensibilidad mediante microdilución en medio líquido de 

los aislados incluidos en el estudio comparativo con el Sistema Bactec MGIT 960. 
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Nº % 

Estreptomicina 10     53,4 91,7 100  1 2 0 0 

Etambutol 5    4,1  50,7 95,9 100 2 4 3 4,1 

Isoniazida 5    12,3 31,5 65,7 100  2 4 0 0 

Rifampicina 1 47,9 83,5 94,5 98,6  100   0,125 0,25 1 1,4 

a: CLSI (NCLS 2003) 

El tiempo que tardó el Sistema Bactec® MGIT 960 en informar sus 

resultados osciló entre 4,1 y 7,2 días, siendo la mediana y la moda del intervalo 

de 5,9 y 6,8 días, respectivamente; por lo tanto, en todos los casos el tiempo 

que tardó el estudio de sensibilidad en ser leído fue inferior al número de días 

requerido en el caso del método de microdilución. 
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De los 292 ensayos realizados mediante el sistema automatizado 

Bactec® MGIT 960, el porcentaje de concordancia con el método de 

microdilución fue del 98,3%, variando entre un 95,9% para el etambutol y un 

100% para estreptomicina (Tabla 4.9). 

Tabla 4.9.- Resultados de sensibilidad y porcentaje de concordancia entre ambos métodos. 

Interpretación de los resultados 

CMI MGIT CMI MGIT CMI MGIT CMI MGIT Antibiótico 

S S R S S R R R 

Porcentaje de 
concordancia 

Estreptomicina 73 0 0 0 100 

Etambutol 70 3 0 0 95,9 

Isoniazida 72 0 1 0 98,6 

Rifampicina 72 1 0 0 98,6 

  Total 287 4 1 0 98,3 

 

Al comparar los resultados obtenidos con Bactec® MGIT 960 y el 

método de microdilución, que consideramos como nuestro “gold standard”, se 

encontraron cinco discrepancias que fueron categorizadas como cuatro 

resultados falsamente sensibles y un resultado falsamente resistente. Los tres 

resultados falsamente sensibles para el etambutol se detectaron en aislados 

que habían mostrado por el método de microdilución CMI’s de 5 mg/L, que es 

justo el punto de corte establecido para este microorganismo (NCCLS 2003), y 

el de la rifampicina tenía una CMI de 2 mg/L, cercana al punto de corte 

(1mg/L). El resultado falsamente resistente se obtuvo a partir de un aislado con 

una CMI para la isoniazida de 2,5 mg/L. De modo que la sensibilidad del 

sistema Bactec MGIT 960 para los ensayos de sensibilidad de M. kansasii a los 

tuberculostáticos de primera línea varió entre el 98,1% y el 100% (Tabla 4.10). 

Tabla 4.10.- Valores objetivos obtenidos. 

Resultados 

Antibiótico 
Valor predictivo 

positivo 
Sensibilidad Falsos sensibles Falsos resistentes 

  Etambutol 94,4 100 3 0 

Isoniacida 100 98,1 0 1 

Rifampicina 98,1 100 1 0 

Estreptomicina 100 100 0 0 
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4.5 Resultados del estudio del polimorfismo genético mediante 
PFGE. 

Los resultados obtenidos mediante análisis PFGE fueron 

decepcionantes debido a la aparición casi constante de un importante 

background, que dificultaba la adecuada visualización de las bandas, y a la 

degradación espontánea del DNA, que impedía la tipificación de los aislados, a 

pesar de: i) la adición de thiourea  a los tampones usados para la preparación 

de los bloques de agarosa-biomasa bacteriana y para la separación 

electroforética; ii) el especial cuidado en la preparación y conservación de los 

bloques; así como, por la  inactividad de los enzimas de restricción utilizados 

sobre el DNA de algunos aislados (Figura 4.6).  

 

Figura 4.6.- VspI: En las carreras 3, 4 y 7 se observa degradación de DNA. En la carrera 6 
se observa fallo en la acción del enzima de restricción; XbaI: En las carreras 2 a 8 se 
observa degradación del DNA. 

La tipabilidad del enzima de restricción XbaI fue del 55,1%, ya que la 

degradación del DNA impidió la tipificación de 40 (44,9%) de los 89 aislados 

estudiados, a pesar de que el ensayo PFGE fue repetido en tres ocasiones con 

bloques diferentes. El análisis de los perfiles de restricción obtenidos con este 

enzima demostró que los aislados con perfiles interpretables presentaban de 

23 a 24 fragmentos de restricción con tamaños moleculares relativos 
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comprendidos entre 250 pb y menos de 50 pb; once de los cuales, comunes a 

todos los aislados y con menos de 50 pb de tamaño molecular relativo, no 

fueron tenidos en cuenta en el análisis del polimorfismo (Figura 4.7). 

El análisis comparativo de los perfiles de restricción obtenidos con 

XbaI, atendiendo al número y tamaño de los fragmentos con ≥ 50 pb, demostró 

la existencia de dos patrones de restricción, a los que denominamos patrones 

A y B, que se diferenciaban entre sí por la presencia en el patrón B de un 

fragmento de 62 pb (Figura 4.7). 

 

Figura 4.7.- Patrones obtenidos con el enzima XbaI. 

La cepa control M. kansasii CECT 3030 mostró un perfil 

correspondiente al patrón A. El patrón A, caracterizado por la ausencia del 

fragmento de 62 pb,  incluía a 47 (95,9%) de los 49 aislados clínicos que 

logramos tipificar; mientras que los dos aislados restantes (4,1%) presentaban 

el perfil  de restricción propio del patrón B. 
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La tipabilidad del enzima de restricción VspI fue del 73%, ya que 

permitió la tipificación de 65 de los 89 aislados estudiados. Los perfiles de 

restricción obtenidos  demostraron la existencia de 19 fragmentos con tamaños 

relativos comprendidos entre 300 pb y menos de 50 pb, ocho de los cuales no 

fueron incluidos en el análisis por tener un tamaño molecular relativo < 50 pb. 

El estudio comparativo de los electroforegramas  permitió constatar que todos 

los aislados, incluida la cepa control M. kansasii CECT 3030, presentaban el 

mismo patrón de restricción, patrón A (Figura 4.8). 

 

 

Figura 4.8.- VspI: Imagen que muestra el único patrón obtenido. 

De modo que según los criterios de Tenover et al. (1995) todos los 

aislados estudiados pertenecen al mismo clon. El poder discriminatorio de la 

técnica PFGE con cada uno de los enzimas de restricción empleados y cuando 

se analizaron en conjunto según el índice de Simpson es muy bajo y no 

significativo si tenemos en cuenta que autores como  Hunter & Gaston (1988) 

consideran que para que una técnica tenga un poder de discriminación 

aceptable, éste debe alcanzar el 90%. 
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4.6 Resultados del estudio del polimorfismo genético mediante 
AFLP. 

En algunos aislados las reacciones de amplificación fallaron en 

repetidas ocasiones, y por lo tanto fue imposible determinar su perfil AFLP. De 

modo que la tipabilidad de los cebadores utilizados varió entre el 97,1% y el 

98,1 % (Tabla 4.11). 

Tabla 4.11.-  Fracasos de la amplificación. 

Primer  Aislados no amplificados Tipabilidad 

Apa-A MK92-01, MK95-03 98,1% 

Apa-C MK92-01, MK95-03, MK01-15 97,1% 

Apa-T MK92-01, MK95-03, MK01-15 97,1% 

 

En los restantes casos, los perfiles de restricción obtenidos con cada 

iniciador fueron polimórficos, y su análisis permitió definir patrones de 

restricción y la agrupación de los aislados atendiendo al grado de homología 

que tenían entre sí (Figura 4.9). 

La cepa M. kansasii CECT 3030, que fue utilizada como control en 

todos los ensayos, y los aislados obtenidos de un mismo paciente, mostraron 

siempre el mismo perfil de restricción con cada uno de los cebadores utilizados. 

Consideramos que la reproductibilidad de la técnica fue del 100%, ya 

que se seleccionaron 32 cepas aleatoriamente y junto a la cepa control M. 

kansasii CECT 3030 se repitieron los ensayos con cada uno de los cebadores, 

mostrando en todos los casos el mismo número de fragmentos y siendo 

agrupadas por tanto dentro del mismo cluster. 
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Figura 4.9.- Resultados del análisis mediante AFLP: 
ejemplo de los patrones de restricción obtenidos con los 
iniciadores Apa-A, Apa-C y Apa-T. 

4.6.1 Resultados obtenidos con el primer Apa-A. 

Con este iniciador se obtuvieron de cuatro a ocho fragmentos de 

restricción con tamaños comprendidos entre 275 pb y 750 pb. El análisis de los 

electroforegramas obtenidos permitió definir cuatro patrones (A1 a A4), de los 

cuales los más prevalentes fueron los patrones A1 y A2 con 79 y 20 aislados, 

respectivamente. La cepa control M. kansasii CECT 3030, mostró un perfil de 

restricción que permitió su inclusión en el patrón A2 (Figura 4.10; Tabla 4.12). 
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Figura 4.10.- Perfiles de restricción obtenidos con el primer Apa-A. 

 

 

 

Tabla 4.12.-  Patrones obtenidos con el iniciador Apa-A. 

Fragmentos 

Tamaño (pb) Aislados 

Patrón Nº 750 650 560 530 425 400 375 350 275 Nº % 

A1 7 ▐ ▐   ▐ ▐ ▐ ▐ ▐ 79 76,7 

A2 8 ▐ ▐ ▐  ▐ ▐ ▐ ▐ ▐ 20 19,4 

A3 8 ▐ ▐  ▐ ▐ ▐ ▐ ▐ ▐ 1 0,9 

A4 4     ▐ ▐ ▐ ▐  1 0,9 

Tipabilidad 101 98,1 

▌: presencia de banda 

La aplicación del coeficiente de Dice demostró que el grado de 

similitud entre los aislados incluidos en los diferentes patrones de restricción 

variaba entre el 66,7% y 93,3% (vg A4 frente A2 y A3; A1 frente a A2 y A3) 

(Tabla 4.13) y permitió la obtención de los dendogramas de homología 

representados en las Figuras 4.11 y 4.12. 
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Tabla 4.13.-   Matriz de similitud de los patrones de restricción 

obtenidos con el primer Apa-A. 

A1 
   

 

A2 
0,933   

 

A3 
0,933 0,875  

 

A4 
0,727 0,667 0,667 

 

 A1 A2 A3 A4 

 

 

Figura 4.11.- Dendograma de homología resumido obtenido con el primer Apa-A. 

A1 

A3 

A2 

A4 

 

- 100 - 



Tesis doctoral. Mª del Remedio Guna Serrano Resultados 

- 101 - 

Rescaled Distance Cluster Combine 
 

 
Patrón            Aislados  0 5 10 15 20 25 
  +---------+---------+---------+---------+---------+ 
A1 MK00-06, MK00-07, MK00-10 òø 
 MK00-11, MK01-06, MK01-07 òú 
 MK01-11, MK01-12, MK01-14 òú 
 MK02-01, MK99-04, MK02-04 òú 
 MK00-02, MK00-03, MK00-04 òú 
 MK00-05, MK00-08, MK00-09 òú 
 MK00-12, MK00-13, MK01-01 òú 
 MK01-02, MK01-03, MK01-04 òú 
 MK01-05, MK01-09, MK01-10 òú 
 MK01-19, MK02-03, MK02-05 òú 
 MK02-06, MK02-07, MK02-08 òú 
 MK02-09, MK03-01, MK03-02 òú 
 MK03-03, MK03-04, MK92-03 òú 
 MK92-05, MK92-07, MK92-09 òú 
 MK92-10, MK92-11, MK93-02 òú 
 MK93-03, MK93-04, MK93-07 òú 
 MK93-08, MK93-10, MK93-11 òú 
 MK93-12, MK93-13, MK93-15 òú 
 MK95-01, MK95-04, MK95-06 òú 
 MK96-01, MK98-01, MK01-13 òú 
 MK99-05, MK99-06, MK99-03 òú 
 MK99-09, MK99-10, MK99-14 òú 
 MK99-17, MK99-19, MK02-02 òú 
 MK01-17, MK92-06, MK93-16 òôòòòòòòòòòø 
 MK00-01, MK01-21, MK93-01 òú         ó 
 MK93-05, MK93-18, MK95-05 òú         ó 
    MK01-15 ò÷         ó 
A3    MK93-17 òòòòòòòòòòòú 
A2 MK01-16, MK92-04, MK99-08 òø         ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
 MK99-11, MK99-12, MK99-13 òú         ó                                     ó 
 MK01-18, MK92-02, MK92-08 òú         ó                                     ó 
 MK93-14, MK95-02, MK99-16 òôòòòòòòòòò÷                                     ó 
 MK93-09, MK99-15, MK99-18 òú                                               ó 
 MK99-07, MK93-06, MK99-01 òú                                               ó 
    MK99-02, MK01-20 ò÷                                               ó 
A4    MK01-08 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 

 

Figura 4.12.- Dendograma de homología obtenido con el primer Apa-A. 
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4.6.2 Resultados obtenidos con el primer Apa-C. 

Este iniciador permitió la detección de seis fragmentos con tamaños 

relativos comprendidos entre 650 pb y 270 pb (Figura 4.13; Tabla 4.14). 

 

Figura 4.13.- Perfiles de restricción obtenidos con el primer Apa-C. 

El análisis de los perfiles de restricción obtenidos demostró que 

cuatro fragmentos, cuyos tamaños eran de 650 pb, 525 pb, 370 pb y 270 pb, 

estaban presentes en todos los aislados y que las diferencias entre éstos, 

vinieron determinadas por la presencia o ausencia de los fragmentos de 450 pb 

y 400 pb; lo cual permitió definir tres patrones de restricción: C1, carente de 

ambos fragmentos; C2, caracterizado por la presencia del de 450 pb; C3, 

definido por la presencia del fragmento de 400 pb. El patrón C1 fue el más 

prevalente, y en él se incluyeron el 94,2% de los aislados y la cepa control M. 

kansasii CECT 3030. En el patrón C2 se incluyeron dos cepas (1,9%) y el 

patrón C3 estuvo representado por una sola cepa (0,9%) (Tabla 4.14). El índice 

de similitud entre los aislados varió entre el 80% y el 88,9% (Tabla 4.15; 

Figuras 4.14 y 4.15). 
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Tabla 4.14.-   Patrones obtenidos con el iniciador Apa-C. 

Fragmentos Aislados 

Tamaño (pb) 

Patrón Nº 650 525 450 400 370 270 Nº % 

C1 4 ▌ ▌   ▌ ▌ 97 94,2 

C2 5 ▌ ▌ ▌  ▌ ▌ 2 1,9 

C3 5 ▌ ▌  ▌ ▌ ▌ 1 0,9 

Tipabilidad 100 97,1 

▌: presencia de banda 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4.15.-  Matriz de similitud de los patrones de 
restricción obtenidos con el primer Apa-C. 

C1  

C2 0,889  

C3 0,889 0,800  

 C1 C2 C3 

 

 

 

 C1 

 

C2 
 

 
C3 

 

Figura 4.14.- Dendograma de homología resumido obtenido con el primer Apa-C. 
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Rescaled Distance Cluster Combine 

 
 

Patrón              Aislados 0                  5                10                15                20              25 
   +---------+---------+---------+---------+--------+ 
 
C1 MK00-06, MK00-07, MK00-10 òø 
 MK00-11, MK01-06, MK01-07 òú 
 MK01-08, MK01-11, MK01-14 òú 
 MK02-01, MK99-02, MK92-02 òú 
 MK00-02, MK00-03, MK00-04 òú 
 MK00-05, MK00-08, MK00-09 òú 
 MK00-12, MK00-13, MK01-01 òú 
 MK01-02, MK01-03, MK01-04 òú 
 MK01-05, MK01-09, MK01-10 òú 
 MK01-19, MK01-20, MK02-05 òú 
 MK02-06, MK02-07, MK02-08 òú 
 MK02-09, MK03-01, MK03-02 òú 
 MK03-03, MK03-04, MK92-03 òú 
 MK92-05, MK92-07, MK92-09 òú 
 MK92-10, MK92-11, MK93-02 òú 
 MK93-03, MK93-04, MK93-07 òú 
 MK93-08, MK93-10, MK93-11 òú 
 MK93-12, MK93-13, MK93-15 òú 
 MK95-01, MK95-04, MK95-06 òú 
 MK96-01, MK98-01, MK99-04 òú 
 MK99-05, MK99-06, MK99-07 òú 
 MK99-09, MK99-10, MK99-14 òú 
 MK99-17, MK99-19, MK99-01 òú 
 MK01-17, MK92-06, MK93-16 òú 
 MK00-01, MK01-21, MK93-01 òú 
 MK93-05, MK93-18, MK95-05 òú 
 MK01-16, MK92-04, MK99-08 òú 
 MK99-11, MK99-12, MK99-13 òú 
 MK92-08, MK93-14, MK95-02 òú 
 MK99-16, MK99-18, MK01-18 òôòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
 MK93-09, MK99-15, MK93-06 òú                                               ó 
 MK99-03, MK93-17, MK01-12 òú                                               ó 
   MK01-13 ò÷                                               ó 
C2    MK02-03, MK02-04 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòú 
C3   MK02-02 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 

 
Figura 4.15.- Dendograma de homología obtenido con el primer Apa-C. 
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4.6.3 Resultados obtenidos con el primer Apa-T. 

La tipabilidad de la técnica con este primer fue del 97,1%, y permitió la 

detección de ocho fragmentos de restricción con tamaños relativos 

comprendidos entre 730 pb y 230 pb (Figura 4.16). 

 

Figura 4.16.- Perfiles de restricción obtenidos con el primer Apa-T. 

El análisis de los perfiles obtenidos demostró que los aislados 

presentaban de tres a cinco fragmentos, tres de los cuales con tamaños de 600 

pb, 400 pb y 350 pb eran comunes a todos ellos, y permitió definir seis 

patrones de restricción (T1 a T6) (Figura 4.16; Tabla 4.16). 

Tabla 4.16.- Patrones obtenidos con el iniciador Apa-T. 

Fragmentos Aislados 

Tamaño (pb) 

Patrón Nº 730 600 500 425 400 350 230 Nº % 

T1 5 ▐ ▐ ▐  ▐ ▐  19 18,4 

T2 4 ▐ ▐   ▐ ▐  64 62,1 

T3 4  ▐ ▐  ▐ ▐  5 4,8 

T4 3  ▐   ▐ ▐  9 8,7 

T5 5 ▐ ▐  ▐ ▐ ▐  2 1,9 

T6 5 ▐ ▐   ▐ ▐ ▐ 1 0,9 

Tipabilidad 100 97,1 
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Los clusters más frecuentes eran T2 y T1 que englobaban al 62,1% y 

al 18,4% de los aislados, respectivamente (tabla 4-16). La cepa control M. 

kansasii CECT 3030, mostró un perfil correspondiente al patrón T2 y los 

aislados procedentes de un mismo paciente mostraron siempre el mismo 

patrón de restricción. El índice de Dice demostró que la similitud entre los 

aislados variaba entre el 66,7% y el 88,9% (Tabla 4.17), y permitió la obtención 

del dendograma de homología correspondiente (Figuras 4.17 y 4.18). 

Tabla 4.17.- Matriz de similitud de los patrones de 
restricción obtenidos con el primer Apa-T. 

   T1  

T2 0,889  

T3 0,889 0,750  

T4 0,750 0,857 0,857  

T5 0,800 0,889 0,667 0,750  

T6 0,800 0,889 0,667 0,750 0,800  

1 T2 T3 T4 T5 TT 6  

 

Figura 4.17.- Dendograma de homología resumido obtenido con el primer Apa-T. 

T3 

T1 

T4 

T6 

T2 

T5 
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Rescaled Distance Cluster Combine 

 
 
Patrón            Aislados 0                 5                 10                15               20                25 
 +---------+---------+---------+---------+---------+ 
 
T3 MK01-17, MK92-06, MK93-16 òûòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
  MK93-09, MK99-15 ò÷                               ó 
T1 MK01-16, MK92-04, MK99-08 òø                               ùòòòòòòòòòø 
 MK99-11, MK99-12, MK99-13 òú                               ó         ó 
 MK02-01, MK99-04, MK99-07 òú                               ó         ó 
 MK00-06, MK00-07, MK00-10 òôòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷         ó 
 MK00-11, MK01-06, MK01-07 òú                                         ó 
 MK01-11, MK01-12, MK01-14 òú                                         ó 
  MK99-07, MK01-13 ò÷                                         ó 
T2 MK00-02, MK00-03, MK00-04 òø                                         ó 
 MK00-05, MK00-08, MK00-09 òú                                         ó 
 MK00-12, MK00-13, MK01-01 òú                                         ó 
 MK01-02, MK01-03, MK01-04 òú                                         ó 
 MK01-05, MK01-09, MK01-10 òú                                         ó 
 MK01-19, MK01-20, MK02-05 òú                                         ó 
 MK02-06, MK02-07, MK02-08 òú                                         ó 
 MK02-09, MK03-01, MK03-02 òú                                         ùòòòòòø 
 MK03-03, MK03-04, MK92-03 òú                                         ó     ó 
 MK92-05, MK92-07, MK92-09 òú                                         ó     ó 
 MK92-10, MK92-11, MK93-02 òú                                         ó     ó 
 MK93-03, MK93-04, MK93-07 òú                                         ó     ó 
 MK93-08, MK93-10, MK93-11 òú                                         ó     ó 
 MK93-12, MK93-13, MK93-15 òú                                         ó     ó 
 MK95-01, MK95-04, MK95-06 òú                                         ó     ó 
 MK96-01, MK98-01, MK99-03 òú                                         ó     ó 
 MK99-05, MK99-06, MK93-01 òú                                         ó     ó 
 MK99-09, MK99-10, MK99-14 òú                                         ó     ó 
 MK99-17, MK99-19, MK99-18 òú                                         ó     ó 
 MK01-18, MK92-02, MK92-08 òôòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø         ó     ó 
 MK93-14, MK95-02, MK99-16 òú                               ó         ó     ó 
   MK93-17 ò÷                               ùòòòòòòòòò÷     ó 
T6   MK02-02 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòú               ó 
T5  MK02-03, MK02-04 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷               ó 
T4 MK00-01, MK01-21, MK99-02 òø                                               ó 
 MK93-05, MK93-18, MK95-05 òôòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
 MK01-08, MK93-06, MK99-01 ò÷ 
 

Figura 4.18.- Dendograma de homología obtenido con el primer Apa-T. 
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4.6.4 Resultados del análisis global. 

El análisis conjunto de los resultados obtenidos con los 100 aislados 

que habían sido tipados con los tres primers, demostró la existencia de 12 

grupos (clusters) que fueron denominados mediante una secuencia numérica 

representativa de los patrones de restricción que habían generado con cada 

primer (vgr. el cluster 1.1.1, incluye a los aislados con patrones A1, C1 y T1) 

según los criterios propuestos por Gaafar et al. (2003) (Tablas 4-18 y 4-19). La 

cepa control M. kansasii CECT 3030 quedó incluida en el cluster 2.1.2. La 

homología intra-clusters fue en todos los casos del 100%, y la similitud inter-

clusters varió entre el 78,6% y el 97,0% (Tabla 4.18; Figura 4.19). 

Tabla 4.18.- Matriz de similitud global obtenida con los ensayos AFLP. 

1.1.1     

1.1.2 0,968    

1.1.3 0,968 0,933   

1.1.4 0,933 0,966 0,966  

1.2.5 0,909 0,938 0,875 0,903  

1.3.6 0,909 0,938 0,875 0,903 0,882  

2.1.1 0,970 0,938 0,938 0,903 0,882 0,882  

2.1.2 0,938 0,968 0,903 0,933 0,909 0,909 0,970  

2.1.3 0,938 0,903 0,968 0,933 0,848 0,848 0,970 0,938  

2.1.4 0,903 0,933 0,933 0,966 0,875 0,875 0,938 0,968 0,968  

3.1.2 0,938 0,968 0,903 0,933 0,909 0,909 0,909 0,938 0,875 0,903  

4.1.4 0,815 0,846 0,846 0,880 0,786 0,786 0,786 0,815 0,815 0,846 0,  815 

 1.1.1 1.1.2 1.1.3 1.1.4 1.2.5 1.3.6 2.1.1 2.1.2 2.1.3 2.1.4 3.1.2 4.1.4 
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Rescaled Distance Cluster Combine 

 
 0                  5                10                15                20               25 
Patrón             Aislados +---------+---------+---------+---------+---------+ 
 
2.1.1 MK01-16, MK92-04, MK99-08 òø 
 MK99-11, MK99-12, MK99-13 òôòòòòòòòø 
   MK99-07 ò÷       ùòòòø 
2.1.3  MK93-09, MK99-15 òòòòòòòòò÷   ó 
1.1.1 MK00-06, MK00-07, MK00-10 òø           ùòòòø 
 MK00-11, MK01-06, MK01-07 òú           ó   ó 
 MK01-11, MK01-12, MK01-13 òôòòòòòòòø   ó   ó 
 MK01-14, MK02-01, MK99-04 ò÷       ùòòò÷   ó 
1.1.3 MK01-17, MK92-06, MK93-16 òòòòòòòòò÷       ó 
2.1.2 MK01-18, MK01-20, MK92-02 òø               ó 
 MK92-08, MK93-14, MK95-02 òôòòòòòòòø       ùòòòòòòòø 
  MK99-16, MK99-18 ò÷       ùòòòø   ó       ó 
2.1.4 MK93-06, MK99-01, MK99-02 òòòòòòòòò÷   ó   ó       ó 
1.1.4 MK00-01, MK01-21, MK93-05 òûòòòòòòòòòø ó   ó       ó 
  MK93-18, MK95-05 ò÷         ó ó   ó       ó 
1.1.2 MK00-02, MK00-03, MK00-04 òø         ó ó   ó       ó 
 MK00-05, MK00-08, MK00-09 òú         ó ùòòò÷       ó 
 MK00-12, MK00-13, MK01-01 òú         ó ó           ó 
 MK01-02, MK01-03, MK01-04 òú         ó ó           ó 
 MK01-05, MK01-09, MK01-10 òú         ó ó           ó 
 MK01-19, MK02-05, MK02-06 òú         ó ó           ó 
 MK02-07, MK02-08, MK02-09 òú         ó ó           ó 
 MK03-01, MK03-02, MK03-03 òú         ùò÷           ó 
 MK03-04, MK92-03, MK92-05 òú         ó             ó 
 MK92-07, MK92-09, MK92-10 òú         ó             ó 
 MK92-11, MK93-01, MK93-02 òú         ó             ó 
 MK93-03, MK93-04, MK93-07 òú         ó             ó 
 MK93-08, MK93-10, MK93-11 òú         ó             ó 
 MK93-12, MK93-13, MK93-15 òú         ó             ó 
 MK95-01, MK95-04, MK95-06 òú         ó             ùòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòø 
 MK96-01, MK98-01, MK99-03 òôòòòòòòòø ó             ó                       ó 
 MK99-05, MK99-06, MK99-09 òú       ó ó             ó                       ó 
 MK99-10, MK99-14, MK99-17 òú       ùò÷             ó                       ó 
   MK99-19 ò÷       ó               ó                       ó 
3.1.2   MK93-17 òòòòòòòòò÷               ó                       ó 
1.2.5  MK02-03, MK02-04 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòú                       ó 
1.3.6   MK02-02 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷                       ó 
4.1.4   MK01-08 òòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòòò÷ 
 

Figura 4.19.- Dendograma de homología obtenido tras el análisis global. 
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El cluster que incluyó un mayor número de aislados fue el 

correspondiente al perfil 1.1.2, que englobó el 55 % de los mismos. Le 

siguieron en frecuencia, aunque con gran diferencia en cuanto al número de 

cepas, los perfiles 1.1.1, 2.1.2 y 2.1.1 que englobaron el 12,0%, 8,0% y 7,0% 

de las cepas que pudieron ser tipificadas, respectivamente (Tabla 4.19). 

Tabla 4.19.- Clusters AFLP obtenidos mediante el análisis global. 

Perfil 
Patrones 

 Apa 
Aislados 

Nº de casos
(%) 

1.1.1 A1 C1 T1 
MK99-04 

MK00-11  

MK01-12 

MK00-06 

MK01-06 

MK01-13 

MK00-07 

MK01-07 

MK01-14 

MK00-10 

MK01-11 

MK02-01 

12,0 

1.1.2 

 

A1 

 

C1 T2 

MK92-03 

MK92-10 

MK93-03 

MK93-10 

MK93-15 

MK96-01 

MK99-06 

MK99-17 

MK00-04 

MK00-12 

MK01-03 

MK01-10 

MK02-07 

MK03-02 

MK92-05 

MK92-11 

MK93-04 

MK93-11 

MK95-01 

MK98-01 

MK99-09 

MK99-19 

MK00-05 

MK00-13 

MK01-04 

MK01-19 

MK02-08 

MK03-03 

MK92-07 

MK93-01 

MK93-07 

MK93-12 

MK95-04 

MK99-03 

MK99-10 

MK00-02 

MK00-08 

MK01-01 

MK01-05 

MK02-05 

MK02-09 

MK03-04   

MK92-09 

MK93-02 

MK93-08 

MK93-13 

MK95-06 

MK99-05 

MK99-14 

MK00-03 

MK00-09  

MK01-02 

MK01-09  

MK02-06 

MK03-01   

     

55,0 

1.1.3 A1 C1 T3 MK92-06  MK93-16 MK01-17  3,0 

1.1.4 A1 C1 T4 
MK93-05  

MK00-01  

MK93-18 

MK01-21 

MK95-05 

 
 5,0 

1.2.5 A1 C2 T5 MK02-03  MK02-04   2,0 

1.3.6 A1 C3 T6 MK02-02    1,0 

2.1.1 A2 C1 T1 
MK92-04 

MK99-12 

MK99-07 

MK99-13 

MK99-08 

MK01-16 

MK99-11     

  
7,0 

2.1.2 A2 C1 T2 
MK92-02 

MK99-16, 

MK92-08 

MK99-18 

MK93-14 

MK01-18 

MK95-02 

MK01-20 
8,0 

2.1.3 A2 C1 T3 MK93-09  MK99-15   2,0 

2.1.4 A2 C1 T4 MK93-06, MK99-01 MK99-02  3,0 

3.1.2 A3 C1 T2 MK93-17    1,0 

4.1.4 A4 C1 T4 MK01-08    1,0 
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La distribución temporal de los clusters permitió constatar que los 

aislados incluidos en el más prevalente, el cluster 1.1.2, se distribuían a lo largo 

del periodo de estudio con dos picos de mayor incidencia, correspondientes al 

año 1993 y al trienio 1999-2001, y que en el año 1993 fue en el que se obtuvo 

un mayor número de clusters (10/12). Hubo tres clusters, 1.2.5, 1.3.6 y 3.1.2, 

que aparecieron de modo puntual en años correspondientes al principio del 

periodo de estudio y el patrón 4.1.4 se dio de forma aislada en el año 2001 

(Figura 4.20). 

1

4

6

1

6

11

3

1

1

8

8

8

5

4

1

1

1

2

1

1

1

2 1 1

5

1

2

1

1

2

2

1

1

1

2

1

1

0 5 10 15 20 25

1992

1993

1994

1995

1996

1997

1998

1999

2000

2001

2002

2003

 

Figura 4.20.- Distribución temporal de los clusters obtenidos con AFLP. 

La distribución geográfica de los diferentes clusters mostró que el 

más prevalente, el cluster 1.1.2, fue hallado en todos los Departamentos de 

Salud excepto en los Departamentos 10 y 14, y que el cluster 1.1.1 sólo fue 

detectado en los Departamentos 5, 9, 10 y 12. El análisis comparativo de los 

clusters observados en los Departamentos de Salud que aportaron un mayor 

número de aislados, los Departamentos 5 y 9, indicó su desigual distribución ya 

que si bien los más prevalentes, los clusters 1.1.2 y 1.1.1, fueron detectados en 
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ambos, algunos de ellos parecen ser exclusivos de área (Tabla 4.20; Figura 

4.21). 

Tabla 4.20.- Distribución geográfica de los diferentes perfiles AFLP.  

Cluster 
Área* 

 1.1.1 1.1.2 1.1.3  1.1.4 1.2.5 1.3.6 2.1.1  2.1.2  2.1.3 2.1.4  3.1.2 4.1.4 Total

4  1  1   1      3 

5 7 42 2 4 2  6 5  3   71 

8  1           1 

9 3 10    1  3 2   1 20 

10 1          1  2 

12 1 1           2 

14   1          1 

Total 12 55 3 5 2 1 7 8 2 3 1 1 100 

04: Departamento de Salud 4, Hospital de Sagunto; 05: Departamento de Salud  5, Hospital Clínico; 08: 
Departamento de Salud 8, Hospital de Requena; 09: Departamento de Salud 9, Hospital General; 10: 
Departamento de Salud 10, Hospital Dr. Peset; 12: Departamento de Salud 12, Hospital S. Francisco de Borja de 
Gandía; 14: Departamento de Salud 14, Hospital Lluís Alcanyís de Xàtiva. 

 

 

 

Figura 4.21.- Frecuencia relativa de los clusters detectados en el Departamento 
de Salud 5 (HCUV). 
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El análisis de los patrones en relación con el estado serológico de los 

pacientes frente a VIH determinó la ausencia de asociaciones significativas (p > 

0,05) entre ambos parámetros, aunque algunos de ellos fueron detectados de 

modo exclusivo tanto en la población VIH positiva, como negativa  (Tabla 4.21). 

Tabla 4.21.- Distribución de perfiles AFLP según estado serológico de los pacientes.  

Cluster Estado 
serológico 

1.1.1 1.1.2 1.1.3  1.1.4 1.2.5 1.3.6 2.1.1  2.1.2  2.1.3 2.1.4  3.1.2 4.1.4 Total

No consta  11 40 2 3 2 1 5 1  2 1 1 69 

VIH 1 11 1 1   2 7 2 1   26 

No VIH  4  1         5 

Total 12 55 3 5 2 1 7 8 2 3 1 1 100 

4.6.5 Poder discriminatorio del ensayo AFLP. 

El índice de Simpson obtenido con los enzimas de restricción 

utilizados varió entre el 0,059 de Apa-C y el 0,549 de Apa-T, y el poder 

discriminatorio global fue del 0,673 (Tabla 4.22). 

Tabla 4.22.-  Poder discriminatorio del ensayo mediante AFLP. 

Primer 
Número de 

tipos 
% de cepas del 
tipo mayoritario 

Índice de 
Simpson 

Apa-A 4 76,7 0,352 

Apa-C 3 94,2 0,059 

Apa-T 6 62,1 0,549 

Apa-ACT 12 55,0 0,673 

 

Se observó que al analizar en su conjunto los tres enzimas de 

restricción, se mejoraba el poder discriminatorio de la técnica, definiéndose un 

mayor número de clusters, aun a pesar de que éste se encuentra por debajo de 

lo que sería considerado recomendable por Hunter & Gaston (1988).
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5.1 Sobre la identificación convencional y la diversidad 
fenotípica. 

Los aislados estudiados se caracterizaron por su gran homogeneidad 

fenotípica, ya que solo tres de ellos (2,9%) carecían de actividad hidrolítica del 

Tween, hecho descrito por otros autores (Calatayud et al., 2004; Jiménez-

Pajares et al., 2005). Atendiendo a la variabilidad de las características 

fenotípicas de sus aislados, diversos autores han descrito en M. kansasii la 

existencia de diferentes biotipos (Tortoli et al., 1994b; Calatayud et al., 2004; 

Jiménez-Pajares et al., 2005). Estos estudios demuestran que este organismo 

no es una especie homogénea, aunque discrepan entre si en el número de 

biotipos, es decir, en el grado de variabilidad fenotípica; ya que mientras Tortoli 

et al. (1994b) describen tan solo tres biotipos, Calatayud et al. (2004) y 

Jiménez-Pajares et al. (2005) refieren la existencia de ocho y 17 variedades, 

respectivamente. 

A pesar de la escasa variabilidad detectada, los aislados fueron 

incluidos en los principales biotipos descritos por el grupo GEMKA (Calatayud 

et al., 2004), los biotipos 1 y 2, de los cuales el más prevalente fue el biotipo 1 

(97,1%), el más frecuente (83,9%) en el estudio de Calatayud et al. (2004). La 

homogeneidad fenotípica observada discrepa de los resultados publicados por 

Calatayud et al. (2004) y Jiménez-Pajares et al. (2005), pero coincide con la 

señalada por Tortoli et al. (1994b), quienes en un estudio sobre 69 aislados de 

diferentes ciudades italianas refieren tan solo la existencia de dos aislados 

atípicos, uno carente de actividad nitratasa y otro niacina positiva; característica 

esta última inusual en esta especie, pero descrita por otros autores (Nachamkin 

et al., 1992; Calatayud et al., 2004; Jiménez-Pajares et al., 2005). 

Los resultados obtenidos en el estudio de actividades enzimáticas 

mediante el sistema api®ZYM, de forma similar a lo descrito por Tortoli et al 

(1994b), permitieron la diferenciación de dos grupos en función de la actividad 

α-fucosidasa, de modo que los aislados pertenecientes a pacientes VIH 

positivos fueron incluidos mayoritariamente en el biotipo 2, caracterizado por 

carecer de dicha actividad, tal como refieren Tortoli et al (1994b). 
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5.2 Sobre la identificación molecular y la diversidad genética. 

La evidencia de la heterogeneidad genética de M. kansasii se hizo 

patente en 1994, al comprobarse tras la comercialización de la sonda 

AccuProbe® que un determinado número de cepas identificadas como 

pertenecientes a esta especie atendiendo a sus características fenotípicas, 

eran no hibridantes (Tortoli et al., 1994a). Tras ello, la sonda fue modificada y 

Tortoli et  al. (1996) demuestran que la nueva versión es capaz de identificar 

las cepas no hibridantes de la versión antigua. No obstante, diferentes estudios 

han constatado que la nueva sonda AccuProbe® no permite la identificación de 

todos los aislados identificados por otros métodos moleculares (Richter et al., 

1999; Tortoli et al., 2001). 

En nuestro caso, todos los aislados clínicos, incluidos inicialmente en 

el estudio, y la cepa control M. kansasii CECT 3030 hibridaron con la sonda de 

DNA específica AccuProbe®. El único aislado no hibridante correspondía a una 

cepa introducida a posteriori en el estudio, procedente de Andalucía, e 

identificada por un centro de referencia mediante secuenciación del gen 16S 

rRNA como M. kansasii genotipo VI. Este resultado concuerda con los 

aportados en el trabajo de Richter et al. (1999), donde se señala que las cepas 

identificadas mediante PRA y secuenciación de la región espaciadora 16S-23S 

del rRNA como M. kansasii subespecie VI son las únicas que no son 

detectadas por la nueva versión de la sonda AccuProbe®; este hecho, junto con 

la evidencia según estos autores de que las cepas de M. gastri, a pesar de su 

cercanía genética dan un resultado negativo, avalan la utilidad de la sonda 

AccuProbe® como herramienta adecuada para la identificación de la mayor 

parte de aislados de esta especie que causan enfermedad en el hombre. 

Se han desarrollado diversos procedimientos comerciales para la 

identificación molecular de M. kansasii, algunos de los cuales permiten a su vez 

la identificación genómica, como son las técnicas de hibridación inversa. Tortoli 

et al. (2001), en una evaluación de la técnica de hibridación inversa INNO-

LiPA®, en la que utilizan cepas hibridantes y no hibridantes con la sonda 

AccuProbe®, demuestran que las cepas que hibridan con ambas versiones de 
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la sonda son identificadas por LiPA como pertenecientes al grupo I (M. kansasii 

genotipo I), mientras que las cepas que hibridan solo con la segunda versión de 

la sonda son identificadas como grupo II (M. kansasii genotipo II) y las cepas 

no hibridantes como grupo III, en el que están incluidos M. kansasii genotipo III 

a V y M. gastri. 

La totalidad de cepas incluidas en nuestro estudio, fueron 

adecuadamente identificadas mediante el sistema comercial INNO-LiPA® 

Mycobacteria V2 como pertenecientes al genotipo I, excepto la cepa control M. 

kansasii genotipo VI que hibridó con la sonda correspondiente al grupo III de 

INNO-LiPA®; no se realizó la PCR-RFLP del gen hsp65, puesto que diversos 

autores han constatado una buena correlación entre los resultados obtenidos 

con esta técnica comercial y el PRA para la identificación de M. kansasii 

genotipo I (Miller et al., 2000; Suffys et al., 2001). Aunque, Suffys et al. (2001) 

refieren un caso en el que un aislado identificado mediante LiPA como genotipo 

I, fue por PCR-RFLP incluido en el genotipo III. 

La prevalencia del genotipo I detectada en este estudio, es idéntica a 

la observada por Alcaide et al. (1997), quienes describen que las 51 cepas 

procedentes de Barcelona, pertenecen a dicho subtipo, y similar a lo 

comunicado por Gaafar et al. (2003) y Santín et al. (2004) quienes refieren que 

el 99,2% y el 97,8% de los aislados procedentes de Bilbao y de un área 

geográfica de Cataluña pertenecen a dicho genotipo.  Además, en España, 

estudios posteriores como los de Jiménez-Pajares et al. (2005) y Alcaide et al. 

(2006) demuestran inequívocamente que el genotipo I es el más 

frecuentemente aislado a partir de muestras clínicas, con prevalencias que 

varían entre el 86,6% y el 92,5 %, respectivamente. 

En Estados Unidos, en un estudio realizado por Zhang et al. (2004a) 

sobre 81 aislados procedentes de pacientes de diferentes estados, se observó 

de forma similar a lo que describimos en España, que el genotipo más 

prevalente era el genotipo I, al que pertenecían el 96,3% de las cepas, y que 

los genotipos II y III  representaban tan solo el 1,2% y el 2,5%, 

respectivamente. Sin embargo, en estudios realizados en otros países 
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europeos, a pesar de que el genotipo I sigue siendo el más prevalente, existe 

mayor diversidad en cuanto a los genotipos identificados. Así, Taillard et al. 

(2003) en un estudio realizado en Suiza, mediante el análisis de los fragmentos 

de restricción del gen hsp65 detectan seis genotipos (I a IV, VI y VII), en 191 

cepas obtenidas en seis laboratorios durante un periodo de siete años (1991-

1997), y refieren que los genotipos más prevalentes son los tipos I, II y III que 

incluyen el 67%, 21% y 8% de las cepas, respectivamente. Además, señalan 

que la mayoría de los aislados identificados como genotipo II habían sido 

obtenidos de pacientes inmunodeprimidos, bien por tratamiento crónico con 

corticosteroides, bien por coinfección por VIH. Tal asociación, no es posible 

hacerla en nuestro caso, puesto que independientemente del estado de 

inmunosupresión de los pacientes, todas las cepas pertenecen al genotipo I. 

5.3 Sobre la sensibilidad a los antibióticos. 

La elevada actividad de los fármacos considerados como 

antituberculosos de primera línea (isoniazida, rifampicina y etambutol) en el 

tratamiento de las infecciones causadas por M. kansasii encontrado en este 

estudio, es discordante con los patrones de sensibilidad descritos previamente 

por otros autores. Estas diferencias podrían estar relacionadas con: i) el 

método empleado en el estudio de sensibilidad; ii) la prevalencia de 

determinados patrones de sensibilidad en áreas geográficas concretas; iii) los 

puntos de corte considerados en la valoración de la sensibilidad de los aislados 

objeto de estudio. 

El porcentaje de aislados resistentes a la isoniazida descrito por 

Wallace et al.  (1986) en EEUU (77.8%), y Garrós et al. (2001) en Bilbao (10%), 

mediante microdilución y el método de las proporciones respectivamente, 

tomando como punto de corte una concentración de 1 mg/L, discrepa de los 

resultados obtenidos en el presente estudio (0%) siguiendo para la 

interpretación los criterios recomendados por CLSI (5 mg/L) (NCCLS, 2003). 

Sin embargo, si consideramos el mismo criterio que los autores previamente 

citados, obtendríamos un porcentaje de aislados resistentes a la isoniazida del 
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65%, más parecido al descrito por Wallace et al. (1986),  pero discordante con 

el informado por Garrós et al. (2001). Por otro lado, nuestros resultados 

contrastan también con los datos publicados por Da Silva Telles et al. (2005), 

quienes mediante microdilución y utilizando el mismo punto de corte que en 

este estudio, describen en Brasil resistencias del 8,3%, y con los de Alcaide et 

al. (2004) que refieren resistencias de alto nivel (>10 mg/L) en el 4,1% de sus 

aislados. 

Los porcentajes de aislados resistentes a la rifampicina (0,9%) y al 

etambutol (2,9%) obtenidos en nuestro estudio, son más bajos que los 

informados en EEUU por Wallace et al. (1986) y en Brasil por Da Silva Telles et 

al. (2005), quienes citan resistencias del 37% y 25,9%, y del 12,5% y 93,8%, 

respectivamente, usando los mismos criterios. Sin embargo, nuestros índices 

de resistencia a estos dos antituberculosos son más parecidos a los publicados 

en España por Garrós et al. (2001) y Alcaide et al. (2004) quienes informan 

resistencias a rifampicina y etambutol del 3,3% y 6,6%, y del 3,4% y 0%, 

respectivamente. Además, nuestros datos coinciden prácticamente con los 

comunicados por Shitrit et al. (2006) en Israel quienes citan resistencias del 0% 

y 2%, respectivamente. De modo que, el bajo grado de resistencia al etambutol 

y a la rifampicina que hemos encontrado entre los aislados del área de 

influencia del HCUV, apoya el uso de estos fármacos en el tratamiento inicial 

de las infecciones por M. kansasii. 

La actividad in vitro de la rifabutina con un 100% de aislados 

sensibles, es idéntica a la comunicada por Zwolska-Kwiek et al. (1993) y 

superior a la informada por Da Silva Telles et al. (2005), quienes refieren 

resistencias del 7,7% en aislados entre los que la proporción de resistentes a 

rifampicina era del 12,5%. El aislado rifampicin-resistente detectado en nuestra 

serie fue inhibido por la rifabutina a una concentración de 1 mg/L, cercana al 

punto de corte recomendado para este antibiótico. 

El tratamiento habitual de la infección pulmonar por M. kansasii en 

pacientes que no toman inhibidores de las proteasas, según las 

recomendaciones de la American Thoracic Society incluye tres fármacos: 
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isoniazida, rifampicina y etambutol, ya que los aislados obtenidos de pacientes 

que no han recibido tratamiento específico son inhibidos por éstos y otros 

fármacos a concentraciones séricas fácilmente alcanzables con las dosis 

terapéuticas habituales (Wallace et al., 1997). A pesar de ello, debido a la 

resistencia in vitro de M. kansasii a la isoniazida descrita por algunos autores 

(Wallace et al., 1986), la inclusión de este fármaco en el régimen terapéutico es 

controvertida, por lo que se ha propuesto su exclusión (Rooney et al., 1996). 

Sin embargo, la buena actividad de la isoniazida frente a M. kansasii detectada 

en este estudio, la baja frecuencia de recaídas después del tratamiento con 

isoniazida, rifampicina y etambutol si se compara con el régimen que incluye 

sólo rifampicina y etambutol (Evans et al., 1996b; British Thoracic Society, 

Research Comité., 1994), el efecto sinérgico de la isoniazida y la experiencia 

clínica (Evans et al., 1996b), apoyan el uso empírico de la triple asociación 

hasta que los resultados del estudio de sensibilidad estén disponibles. 

Los macrólidos, claritromicina y azitromicina, han mostrado una 

buena actividad in vitro. Los valores de CMI obtenidos con claritromicina (CMI50 

≤ 0,06 mg/L; CMI90 0,125 mg/L) son similares a los descritos por otros autores 

quienes informan en sus ensayos CMI50 y CMI90 de ≤ 0,125 y 0,25 mg/L, y de 

0,25 y 0,5 mg/L, respectivamente (Biehle & Cavalieri, 1992; Brown et al., 1992; 

Witzig & Franzblau, 1993; Alcaide et al., 2004). Sin embargo, difieren de los 

valores publicados por Yew et al. (1994) quienes refieren una CMI90 de 1 mg/L, 

a pesar de que dicho valor también debe ser considerado dentro del rango de 

sensibilidad al fármaco. Por otro lado, la actividad de azitromicina (CMI50= 0,5 

mg/L; CMI90= 1,0 mg/L), contrasta con los datos aportados por Witzig & 

Franzblau (1993) quienes comunican una CMI50 y una CMI90 de 8 mg/L, mucho 

más elevadas que las que nosotros detectamos, y fronterizas con el punto de 

corte (≥ 16 mg/L) empleado (NCCLS, 2003). 

De nuestro estudio se desprende que la actividad in vitro de las 

quinolonas frente a M. kansasii guarda relación con el grupo al que pertenecen, 

siendo más activas las de 4ª generación (moxifloxacino) que las de 3ª 

generación (ciprofloxacino, enrofloxacino), y estas más activas que las de 2ª 
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generación (enoxacino, lomefloxacino). Esta observación es similar a lo 

demostrado por Sulochana et al. (2005) en M. tuberculosis quienes clasifican a 

las quinolonas ensayadas en el siguiente orden creciente de actividad: 

lomefloxacino < ciprofloxacino ≤ ofloxacino < esparfloxacino < gatifloxaciono = 

moxifloxacino.  Evidentemente, la elevada proporción de aislados resistentes a 

las quinolonas de segunda generación ensayadas, desaconseja su utilización 

en el tratamiento empírico de las infecciones producidas por M. kansasii. La 

frecuencia de aislados resistentes a ciprofloxacino (16,5%) detectada en este 

estudio contrasta con la ausencia de resistencias descrita por Salfinger et al. 

(1988) en Suiza y Gillespie & Billington (1989) en Inglaterra, que podría guardar 

relación con el escaso número de cepas incluidas en ambos estudios, y 

discrepa con el elevado porcentaje de resistencias (66,3%), descrito por Da 

Silva Telles et al. (2005) en Brasil. 

Los resultados obtenidos con moxifloxacino (CMI50= ≤ 0,06 mg/L;  

CMI90= 0,125 mg/L), coinciden en líneas generales con los informados por 

Gillespie & Billington (1999) y Alcaide et al. (2004) quienes señalan una CMI50 y 

CMI90 de ≤ 0,06 y 0,06 mg/L, y de 0,06 mg/L para ambos parámetros, 

respectivamente. Pero son más bajos que las comunicados por Rodríguez et 

al. (2003) quienes mediante un método de dilución en agar obtienen una CMI50 

de 0,125 y una CMI90 de 2 mg/L. 

Los valores de CMI obtenidos con claritromicina y moxifloxacino, 

junto con la buena distribución tisular de ambos antibióticos (Fassbender et al., 

1996; Moise et al., 2000) apoyan su uso como fármacos alternativos en el 

tratamiento de las infecciones por M. kansasii en aquellos pacientes en que se 

produzca un fallo terapéutico debido a la resistencia a la rifampicina y/o en 

pacientes con SIDA que estén recibiendo tratamiento con inhibidores de las 

proteasas, como ha sido previamente informado (Biehle & Cavalieri, 1992; 

Wallace et al., 1994; Graybill & Bocanegra  2001). 

Se han publicado pocos estudios sobre la actividad in vitro del 

linezolid frente a M. kansasii (Brown-Elliott et al., 2003; Rodríguez Díaz et al., 

2003; Alcaide et al., 2004). Uno de ellos informa una CMI50 de 4 y una CMI90 
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>32 mg/L (Rodríguez et al., 2003); sin embargo, con resultados similares a los 

informados por Alcaide et al. (2004), los datos obtenidos en nuestro estudio 

muestran que es un antibiótico con una excelente actividad frente a este 

organismo (CMI50: 0,5 mg/L; CMI90: 1 mg/L), con un 100% de aislados 

sensibles, ya que en todos los casos su crecimiento fue inhibido por 

concentraciones de antibiótico que se encontraban por debajo del punto de 

corte (≤ 8 mg/L) establecido para las micobacterias (Wallace  et al., 2001; 

Brown-Elliott et al., 2003). Recientemente se ha descrito la actividad  de este 

antibiótico en un modelo experimental murino de infección por M. kansasii, a 

pesar de que el tratamiento con linezolid solo o asociado a claritromicina era 

menos eficaz que este último antibiótico asociado o no a rifampicina (Cynamon 

et al., 2003); todo ello, unido a sus características farmacocinéticas (Conte et 

al., 2002) y a la posibilidad de tratar las infecciones por micobacterias no 

tuberculosas usando 600 mg en una sola dosis diaria (Brown-Elliot et al., 2001), 

sugiere que este antibiótico podría ser empleado en el tratamiento 

poliquimioterápico de la enfermedad por M. kansasii cuando se sospeche 

resistencia a rifampicina. 

De modo que, los bajos valores de CMI’s obtenidos en este estudio 

con la claritromicina, linezolid y moxifloxacino, y los antecedentes de éxito en el 

tratamiento de la enfermedad pulmonar por M. kansasii con un régimen 

terapéutico de claritromicina tres veces por semana informado por Griffith et al. 

(2003) apoyan la posibilidad de incorporar cualquiera de estos fármacos en 

regímenes terapéuticos cortos o intermitentes. A pesar de ello, son necesarios 

nuevos estudios que demuestren la correlación entre los datos microbiológicos 

y la efectividad clínica del linezolid en el tratamiento de las infecciones por M. 

kansasii. 

La ausencia de aislados estreptomicin-resistentes detectada en este 

estudio ha sido descrita por otros autores (Wallace et al., 1986; Alcaide et al., 

2004), pero contrasta con los datos facilitados por Garrós et al. (2001) en 

España y Da Silva Telles et al. (2005) en Brasil, quienes señalan resistencias 

del 90% y del 14,2%, respectivamente. Los resultados obtenidos con amikacina 
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son similares a los informados por Ernst et al. (1988),  quienes describen una 

CMI50 de 2 mg/L y una CMI90 de 4 mg/L; también son bastante coincidentes 

con los datos descritos por Wallace et al. (1994) quienes describen que el 

94,3% de las cepas rifampicín-resistentes incluidas en su estudio fueron 

inhibidas a una concentración ≤ 8 mg/L de amikacina; sin embargo, discrepan 

con el 3% de aislados resistentes comunicados por Da Silva Telles et al. 

(2005). 

Respecto a la clofazimina nuestros resultados, con un 4,9% de 

aislados resistentes, discrepan claramente de los obtenidos por Da Silva Telles 

et al. (2005) que citan una frecuencia de resistencias del 42,9%. Sin embargo, 

son mucho más cercanos a los informados por Wallace et al. (1994) quienes 

detallan que las 36 cepas rifampicín-resistentes estudiadas, fueron sensibles a 

este antibiótico. 

Por otro lado, la CMI90 obtenida para el PAS (8 mg/L), coincide con la 

citada por Inderlied & Nash (2005), quienes en su revisión sobre 

antimicobacterianos refieren para este compuesto una CMI90 entre 5 y 10 mg/L. 

Particularmente activo fue el cloruro de benzalconio, para el que 

obtuvimos una CMI50 y CMI90 de 4 mg/L, en ambos casos. Este es un 

compuesto amónico cuaternario, con actividad frente a bacterias grampositivas 

como Staphylococcus aureus; se ha demostrado en estudios experimentales, 

que tiene poder micobacteriostático incluso a bajas concentraciones, tanto 

frente a cepas sensibles como multiresistentes de M. tuberculosis (Rikimaru et 

al.,  2000). Por otro lado, Shimizu et al. (2002) en un estudio en el que evalúan 

la sensibilidad de un gran número de cepas a diversos antisépticos constatan 

que este compuesto y la povidona iodada son los más activos. Por lo tanto, 

existen referencias en la literatura que avalan la posible utilidad del cloruro de 

benzalconio como antiséptico micobacteriano de uso clínico, a expensas de 

que se realicen más estudios sobre la actividad in vitro de dicha sustancia. 

El rango de CMI y las CMI50 y CMI90 obtenidos con la trifluoroperazina 

no pueden compararse con los de otros estudios realizados con esta especie, 
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ya que no hemos hallado información bibliográfica al respecto. No obstante, los 

resultados descritos coinciden parcialmente con los comunicados para otras 

micobacterias (Reddy et al., 1996; Gadre & Talwar, 1999) y avalan los 

resultados previos de nuestro grupo con M. avium complex y M. tuberculosis  

(García García et al., 2004; García García et al., 2005).  La trifluoroperazina es 

una fenotiazina empleada en el tratamiento de trastornos psicóticos. Se trata de 

un fármaco antagonista de la calmodulina, sobre el que existen diversos 

estudios que demuestran que es capaz de inhibir in vitro el crecimiento de M. 

tuberculosis sensible y multiresistente (Ratnakar & Murthy, 1992; Gadre & 

Talwar, 1999; García García et al., 2005) y de M. avium complex (Reddy et al., 

1996; García García et al., 2004). 

Reddy et al. (1996) en un estudio sobre la actividad in vitro de la 

trifluoroperazina frente a M. tuberculosis y M. avium complex obtuvieron rangos 

de CMI entre 3,12 mg/L y 25 mg/L y 12,5 mg/L y 50 mg/L, respectivamente, y 

Gadre & Talwar (1999) refieren que el rango de la CMI para aislados de M. 

tuberculosis sensibles y resistentes a estreptomicina e isoniazida varia entre 8 

mg/L  y 32 mg/L. Por otro lado, Reddy et al. (1996)  señalan que este fármaco 

in vitro carece de actividad sinérgica con isoniazida y rifampicina. Sin embargo, 

refieren que a concentraciones de 2 a 4 mg/L, este fármaco es activo frente a 

M. tuberculosis cocultivado con la línea celular macrofágica U937, produciendo 

una reducción mayor que la obtenida con isoniazida 0,05 mg/L, y que 

incrementa la acción microbicida de la isoniazida y de la rifampicina (Reddy et 

al., 1996). Pero las concentraciones a las cuales la trifluoroperazina muestra 

actividad antimicobacteriana in vitro e in vivo-in vitro son demasiado elevadas 

para ser obtenidas en circunstancias terapéuticas normales, ya que los picos 

séricos máximos con dosis de 5 mg/kg po y 20 mg/kg po son de 1,4 g/L y 4 

g/L, respectivamente. Sin embargo, a concentraciones subinhibitorias 

potencia la actividad intracelular de isoniazida y rifampicina frente a M. 

tuberculosis, probablemente debido a que aumenta la acumulación y retención 

intracelular de estos fármacos antimicobacterianos. Todo ello, sugiere que el 

desarrollo de fármacos análogos de trifluoroperazina o preparaciones 
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liposomales podría ser una alternativa para aumentar las dos funciones del 

fármaco (Reddy et al., 1996). 

Amaral et al. (2001) comentan que las fenotiazinas, en concreto la 

clorpromacina, presenta actividad in vitro a unas concentraciones que no son 

clínicamente alcanzables a las dosis terapéuticas habituales; esto, junto a su 

toxicidad desaconseja su uso como fármaco antimicobacteriano. Sin embargo, 

estas dos limitaciones pueden ser obviadas si se tiene en cuenta que la 

clorpromacina cuando se da a las dosis terapéuticas habituales, se concentra 

en el interior de los macrófagos alcanzando una concentración comparable a 

las niveles efectivos frente a cepas de M. tuberculosis multiresistente. 

(Bettencourt et al., 2000). 

5.4 Sobre la evaluación del sistema Bactec® MGIT 960 para los 
estudios de sensibilidad. 

El objetivo de esta parte del trabajo, fue evaluar la capacidad del 

sistema fluorométrico automatizado Bactec® MGIT 960 para llevar a cabo el 

estudio de sensibilidad de M. kansasii frente a cuatro antituberculosos clásicos, 

modificando las concentraciones de la estreptomicina e isoniazida, de modo 

que los puntos de corte fueran los establecidos por CLSI (NCCLS, 2003) para 

dicho microorganismo, y compararlo con los resultados obtenidos con la 

técnica de microdilución, que nosotros consideramos como el método de 

referencia. 

Existen diversos trabajos comparativos sobre la utilidad del sistema 

Bactec® MGIT 960 para el estudio de sensibilidad de fármacos de primera y 

segunda línea, aunque siempre referidos a M. tuberculosis. Bastian et al. 

(2001) en un estudio comparativo del sistema automatizado Bactec® MGIT 960 

frente al método de las proporciones, para el estudio de sensibilidad de M. 

tuberculosis a kanamicina, refieren una concordancia del 98,6% y que el tiempo 

medio de obtención de los resultados por el sistema automatizado fue de 7 

días. Scarparo et al. (2004) comparan el Bactec® MGIT 960 y el Bactec® 460 

TB para el estudio de sensibilidad de M. tuberculosis frente a antituberculosos 
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clásicos, obteniendo un 96,3% de concordancia. Huang et al. (2004) realizan 

un estudio comparativo entre el Bactec® MGIT 960 y un método de dilución en 

agar, en el que ensayan la actividad de ciprofloxacino y etionamida frente a M. 

tuberculosis complex, y demuestran una buena concordancia, alrededor del 

90,0% para ambos fármacos entre los dos métodos, concluyendo que el 

sistema automatizado es comparable al método de referencia establecido por 

NCCLS y que además tiene la ventaja de ser más rápido (tiempo medio de 8,9 

días), menos laborioso y fácil de normalizar. Resultados y conclusiones 

similares a los comunicados por Rüsch-Gerdes et al. (2006) y Krüüner et al. 

(2006) en sendos estudios sobre la utilidad de Bactec® MGIT 960 para los 

ensayos de sensibilidad de M. tuberculosis complex a fármacos de segunda 

línea. 

Resultados similares son los que se derivan de los datos obtenidos 

en nuestro ensayo, donde encontramos que: i) el estudio de sensibilidad 

mediante el sistema Bactec® MGIT 960 resultó más fácil de realizar, por ser 

menos laborioso que el método de microdilución; ii) no hubo complicaciones 

para la preparación del inóculo y los tiempos que empleó el sistema para 

detectar sensibilidad fueron satisfactorios y por debajo del tiempo empleado por 

otras técnicas; además, el sobrecrecimiento o la contaminación bacteriana se 

detectaban automáticamente, e incluso ésta última era fácil de detectar a 

simple vista; iii) los resultados obtenidos con el Bactec® MGIT 960 fueron 

fácilmente interpretables, y los valores más objetivos y precisos que los 

obtenidos con el método de microdilución. 

Además, la confirmación de los resultados obtenidos para la cepa de 

referencia M. kansasii CECT 3030 con el sistema automatizado Bactec® MGIT 

960, dada su absoluta concordancia con el método de microdilución y el patrón 

de sensibilidad informado por la CECT para dicha cepa, ayudan a validar esta 

técnica. Todo ello, junto con el alto índice de concordancia entre los resultados 

obtenidos por el método de microdilución y el sistema automatizado Bactec® 

MGIT 960 (98,3%), similar al descrito por otros autores para M. tuberculosis 

(Bastian et al., 2001; Huang et al., 2004; Scarparo et al., 2004), avalan que 
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dicho sistema, con las modificaciones incluidas en nuestro estudio, podría ser 

empleado de forma rutinaria para el estudio de sensibilidad de M. kansasii en 

los laboratorios clínicos en países desarrollados, ya que se obtienen resultados 

objetivos y su interpretación está referida al punto de corte establecido para M. 

kansasii por CLSI (NCLS, 2003), aunque sería necesarios estudios 

multicéntricos que confirmaran estos resultados. 

5.5 Sobre el análisis del polimorfismo genético. 

Diversos autores, como Wallace et al. (1993) han demostrado que la 

caracterización de cepas micobacterianas por PFGE es útil para llevar a cabo 

estudios epidemiológicos que tracen fuentes de contaminación y marquen 

brotes epidémicos. En el caso de M. kansasii, Picardeau et al. (1997) señalan 

que este procedimiento es una herramienta útil para revelar polimorfismos, con 

buena tipabilidad y reproductibilidad, ya que el análisis de 24 cepas del 

genotipo I con el enzima DraI les permitió la obtención de cuatro grupos de 

homología; aunque también señalan, que tres de las cepas incluidas en su 

estudio no pudieron ser tipificadas debido a la degradación del DNA, hecho 

descrito para otras micobacterias por Wallace et al. (1993). Siguiendo esta 

misma línea, en la publicación de Alcaide et al. (1997) sobre el polimorfismo de 

aislados de M. kansasii genotipo I, tras digestión del DNA con la restrictasa 

DraI, se describen cinco patrones con diferencias mínimas en el polimorfismo 

de los fragmentos de restricción, lo que les sugiere la estructura clonal del 

genotipo más prevalente en humanos, M. kansasii genotipo I. 

El escaso polimorfismo genético descrito en estos trabajos (Alcaide 

et al., 1997; Picardeau et al., 1997) coincide en líneas generales con los 

resultados obtenidos en el presente estudio. El análisis mediante PFGE resultó 

ser reproducible, y sólo permitió la descripción de tres grupos de homología, 

uno con el enzima VspI y dos con XbaI; pero la aplicación de los criterios de 

Tenover et al., (1995), a los resultados obtenidos con este último enzima 

demostró que todos los aislados pertenecían al mismo clon; aunque la 

clonalidad detectada entre los aislados estudiados podría guardar relación con 
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la proporción de fracasos obtenidos, 27% con VspI y 44,9% con XbaI, 

relacionados con la degradación de DNA, tal como refieren Wallace et al. 

(1993) y Picardeau et al. (1997). 

Sin embargo, hay otros autores que describen resultados 

discordantes, como Iinuma et al. (1997), quienes tras el análisis de los perfiles 

de restricción obtenidos con 84 aislados clínicos de cinco distritos japoneses, 

describen con el enzima VspI la existencia de 21 grupos de homología. En este 

sentido, Zhang et al (2004a) realizan en Estados Unidos un estudio de PFGE 

con 81 aislados clínicos de M. kansasii caracterizados mediante PRA como 

pertenecientes al genotipo I (96,3%), genotipo II (1,2%) y genotipo III (2,5%), 

demostrando mediante el empleo de tres enzimas de restricción (DraI, AseI y 

XbaI) que un 32,4% a un 43,7% de los aislados pertenecían a un solo cluster. 

Tal como señalan Alcaide et al. (1997), llama la atención la 

distribución clonal de las cepas de M. kansasii productoras de infección en el 

hombre, es decir el hecho de que un solo clon de M. kansasii sea responsable 

de la mayoría de casos de enfermedad humana, tratándose de una especie 

que tiene un reservorio medioambiental, ya que los estudios de PFGE sobre 

otras especies de origen ambiental, como M. avium complex, muestran casi 

tantos patrones PFGE como aislados existen; lo que sugiere que hay 

determinados factores, como factores de colonización dentro de los sistemas 

de distribución de agua y factores de virulencia presentes en un clon de 

microorganismos, que ayudan a seleccionar uno o más genotipos específicos. 

De hecho, en el caso de M. kansasii, tal y como exponen en sus trabajos 

Alcaide et al. (1997) y Picardeau et al. (1997), existen al menos cinco 

subespecies y múltiples clones de microorganismos en los sistemas de 

distribución de agua, pero es una subespecie, el genotipo I, la responsable de 

más del 90% de los casos clínicos. Parece que la explicación más plausible 

sea la existencia de factores de virulencia en este grupo de microorganismos 

que determinan este hecho. 

La clonalidad detectada en este estudio entre los aislados del 

genotipo I, la elevada proporción de fracasos relacionada con la degradación 
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de DNA, y la laboriosidad y duración de los protocolos PFGE, hizo siguiendo 

las recomendaciones de Picardeau et al. (1997) que nos decantásemos hacia 

otro método de tipificación. 

El análisis del polimorfismo mediante AFLP, resultó en nuestro caso 

una técnica mucho más sencilla de aplicar, mucho menos tediosa en su 

preparación y con mayor tipabilidad y poder discriminatorio que PFGE. En 

nuestro estudio, el enzima ApaI fue elegido para llevar a cabo la técnica AFLP, 

siguiendo el protocolo descrito por Gaafar et al. (2003), atendiendo a la 

presunción teórica de que dicho enzima se une al genoma de microorganismos 

con alto contenido en guanina y citosina tales como el de M. kansasii (G-C del 

64%), con una frecuencia relativamente alta (Janssen et al., 1996). 

Mientras que el número de patrones generados con un solo iniciador 

fue relativamente bajo, el poder discriminatorio de la técnica se incrementó 

ostensiblemente al analizar en su conjunto los patrones generados con los tres 

primers, consiguiendo así clasificar los aislados en 12 grupos de homología. La 

reproducibilidad del método fue muy buena y los patrones fueron estables 

durante el periodo de cinco meses que duró el estudio. Estos resultados son 

comparables y muy similares a los descritos por Gaafar et al. (2003); pero 

discrepan de los comunicados por Picardeau et al. (1997) con el enzima de 

restricción PstI, ya que estos autores refieren que los patrones obtenidos con el 

genotipo I eran muy similares o incluso idénticos y sólo unas pocas cepas 

presentaron patrones diferentes del compartido por la mayoría. 

Uno de los objetivos que nos propusimos en nuestro estudio, fue 

determinar el poder discriminatorio de las técnicas empleadas en la tipificación 

de los aislados y en función de las características de las mismas y los 

resultados obtenidos establecer su utilidad como marcadores. Existen diversos 

factores numéricos que son capaces de demostrar cuál es el método de 

tipificación más eficiente: tipabilidad, o porcentaje de cepas diferentes que 

pueden ser identificadas por un marcador, reproductibilidad, o porcentaje de 

cepas que dan el mismo resultado en repetidos ensayos, y poder de 

discriminación. El poder discriminatorio de un método, o su capacidad para 
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distinguir entre cepas no relacionadas, está determinado por el número de tipos 

definidos por el ensayo y su frecuencia (Hunter & Gaston; 1988). Estos autores 

propusieron un índice numérico de discriminación basado en la probabilidad de 

que dos cepas no relacionadas sean caracterizadas como pertenecientes a un 

mismo tipo, el índice de diversidad de Simpson, que permite la comparación de 

métodos de tipificación y seleccionar aquel que muestre un mayor poder de 

discriminación. El índice viene dado por una ecuación que puede ser aplicada 

tanto para la comparación directa de diferentes métodos, como para el análisis 

del poder de discriminación de esquemas de tipificación combinados. Según 

consideran Hunter & Gaston (1988), el nivel aceptable de discriminación 

dependerá en cada caso de un gran número de factores, pero un índice mayor 

del 0,90 sería lo deseable para que los resultados pudieran ser interpretados 

con confianza. 

En nuestro estudio, se obtuvo un alto grado de uniformidad en la 

tipificación molecular de los aislados, tanto por PFGE como por AFLP, siendo 

la reproductibilidad excelente para ambos métodos y superior la tipabilidad y el 

poder discriminatorio del segundo de ellos. No obstante, dada la homogeneidad 

de nuestros aislados el poder discriminatorio de la técnica AFLP se encuentra 

por debajo de lo deseable (Hunter & Gaston; 1988). Así pues, a pesar de la 

relativa clonalidad observada en M. kansasii genotipo I, que podría atribuirse al 

escaso poder discriminatorio de los métodos empleados, consideramos que el 

análisis del polimorfismo mediante AFLP es un método más apropiado para 

llevar a cabo la tipificación de cepas de M. kansasii con fines epidemiológicos.  
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Los resultados descritos en nuestro estudio nos han permitido 

obtener las siguientes conclusiones: 

1ª. Los aislados estudiados muestran una marcada homogeneidad 

fenotípica. De las características analizadas, sólo la hidrólisis del 

Tween 80 mostró resultados variables, y permitió junto con otras 

actividades la clasificación de los aislados en dos de las variedades 

fenotípicas descritas por Calatayud et al. (2004), de las cuales la más 

prevalente fue el biotipo 1 en el que quedaron incluidos la mayoría de 

los aislados. 

2ª. La variable -fucosidasa permitió la identificación de dos fenotipos, 

según el esquema de biotipia de Tortoli et al. (1994), y establecer 

una asociación significativa entre el biotipo 2, caracterizado por la 

ausencia de dicha actividad, e infección por VIH. 

3ª. El hecho de que todos los aislados estudiados pertenezcan al 

genotipo I y la escasa variabilidad detectada tras el estudio de su 

polimorfismo genético, demuestran la estructura clonal de este 

microorganismo en el área de influencia del Hospital Clínico 

Universitario de Valencia. 

4ª. El análisis de la diversidad genética demuestra que AFLP, a pesar de 

su moderado poder de discriminación, es la única herramienta 

molecular empleada, eficaz para el estudio del polimorfismo genético 

de M. kansasii genotipo I, ya que sus índices de tipabilidad y 

discriminación son superiores a los obtenidos con PFGE, y permite la 

descripción de grupos de homología frente a la aparente clonalidad 

obtenida con PFGE. 

5ª. La buena actividad in vitro demostrada para isoniazida, rifampicina y 

etambutol aconsejan su recomendación para el tratamiento 

poliquimioterápico empírico ante la existencia de sospecha 

morfológica de infección por este microorganismo. En el caso de 
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pacientes VIH positivos sometidos a tratamiento anti-retroviral con 

inhibidores de proteasas, la rifampicina debe ser sustituida por 

rifabutina o claritromicina, antibióticos frente a los que no hemos 

detectado resistencia alguna. 

6ª. La ausencia de aislados resistentes a claritromicina, linezolid y 

moxifloxacino apoyan la posibilidad de utilizar pautas de tratamiento 

cortas o intermitentes que contengan uno de estos tres fármacos 

frente a la inclusión de estreptomicina o amikacina, que aunque son 

igualmente activos, tienen mayores efectos colaterales, así como, su  

utilización en el caso de infecciones debidas a aislados resistentes a 

rifampicina. 

7ª. Consideramos que el sistema automatizado Bactec® MGIT 960, 

utilizando las concentraciones de fármacos propuestas por CLSI, es 

una herramienta útil, menos laboriosa y más rápida y objetiva que la 

técnica de microdilución en placa, y por lo tanto adecuada para la 

realización de estudios de sensibilidad de M. kansasii a los 

antibióticos de primera línea. 
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