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Resumen: Mycobacterium abscessus posee una elevada resistencia a los antibidticos, lo cual limita las opciones terapéuticas para tratar las
infecciones causadas por este microorganismo. En este estudio se determino la susceptibilidad antimicrobiana de 26 cepas de M. abscessus
de origen clinico frente a 14 antibidticos, mediante el método de microdilucion en caldo (MDC) de acuerdo al procedimiento descrito
por el CLSI (2011). Todas las cepas fueron sensibles a la amikacina, seguidas de claritromicina (62%) e imipenem (46%), mientras que
el porcentaje de sensibilidad a ciprofloxacina, ampicilina/sulbactam, meropenem, ceftriaxona, amoxacilina y doxiciclina oscil6 entre 0 y
8%. Nueve diferentes patrones de resistencia fueron observados, representados por la asociacion de 4 a 12 antibioticos. La combinacion
de 8 y 10 marcadores de resistencia constituyeron los patrones mas frecuentes (28% cada uno). La amikacina fue el antibiético con mayor
actividad inhibitoria frente a las cepas estudiadas (0,5 — 16 pg/mL). Los patrones de resistencia observados sugieren la necesidad de utilizar
las pruebas de susceptibilidad como herramientas que permitan orientar y optimizar las conductas terapéuticas en infecciones producidas
por M. abscessus.
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Study of antibiotic susceptibility of Mycobacterium abscessus clinical isolates.
Preliminary report

Abstract: Mycobacterium abscessus has a high antibiotic resistance, which limits therapeutic options for treating infections produced
by this microorganism. In this study we determined the antimicrobial susceptibility of 26 M. abscessus strain of clinical origin towards
14 antibiotics through the broth microdilution method (BMD) according to the procedure described by the CLSI (2011). All the strains
were sensitive to amikacine, followed by clarithromycin (62%), and imipenem (46%), while the percentage sensitivity to ciprofloxacin,
ampicillin/sulbactam, meropenem, ceftriaxone, amoxicycillin, and doxicycline varied between 0 and 8%. Nine different resistant patterns
were observed, represented by the association of 4 to 12 antibiotics. The combination of 8 and 10 resistance markers constituted the most
frequent patterns (28% each). Amikacin was the antibiotic with the highest inhibitory activity towards all the strains studied (0.5 — 16 pg/
mL). The resistance patterns observed indicate the need of using susceptibility tests as tools that allow to guide and optimize the therapeutic
approach to M. abscessus produced infections.
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Introduccion [1]. Leao et al. propusieron una reclasificacion taxondémica

de M. abscessus y sugirieron que esta especie se subdivida

Mycobacterium abscessus es un microorganismo ubicuo en dos subespecies: M. abscessus subsp. abscessus subsp.
en el medio ambiente que pertenece al grupo de las nov. y M. abscessus subsp. bolletii [2].

micobacterias de crecimiento rapido no pigmentadas (MCR) Durante la ultima década las infecciones causadas por
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M. abscessus se han incrementado considerablemente,
aislandose principalmente de infecciones pulmonares
cronicas, piel y tejidos blandos. En estas dos ultimas se
han asociado a heridas quirtrgicas, mesoterapia, implantes
de cuerpos extrafios, acupuntura, entre otras, afectando no
solo a pacientes inmunocomprometidos sino también a los
inmunocompetentes [1,3,4].

M. abscessuseslaespeciede MCR patdgenas masresistente
a los antibidticos, lo cual es el resultado de una compleja
interaccion entre varios mecanismos: la resistencia natural
conferida por la estructura de su pared celular altamente
hidrofdbica; la de tipo inducible que se produce en presencia
de bajas concentraciones del antibidtico, por ejemplo: la
presencia de una eritromicina metilasa codificada por el
gen erm que produce sensibilidad disminuida a macroélidos,
y la resistencia por mutaciones adquiridas durante la
exposicion al farmaco [5-8]. Todos estos mecanismos de
resistencia condicionan la sensibilidad de M. abscessus a
los antibidticos. En consecuencia, es necesario realizar
pruebas de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos.
El procedimiento de referencia recomendado por el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) es el método de
microdilucion en caldo (MDC) [9-11]. Con base en lo antes
descrito, en este estudio se determind la susceptibilidad
antimicrobiana de 26 cepas de M. abscessus de origen
clinico mediante el método de MDC.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas: Se estudiaron un total de 26 cepas de
M. abscessus, procedentes de 6 pacientes masculinos y 20
femeninos, con edades comprendidas entre 1 y 87 afios,
atendidos en el Laboratorio de Tuberculosis del Instituto de
Biomedicina, Caracas, Venezuela, durante los afios 2004 a
2009. Las cepas se obtuvieron de diversas muestras clinicas:
6 de secreciones respiratorias (23,1%) y 20 de infecciones
extrapulmonares  (76,9%), estas ultimas asociadas
principalmente a procedimientos cosméticos invasivos tales
como mesoterapias, liposucciones e implantes quirurgicos.
Las cepas se mantuvieron preservadas a -70 °C en caldo
brain heart infussion (BHI) con glicerol al 20% desde su
afio de aislamiento y fueron reactivadas inoculandolas
en placas de agar sangre ¢ incubandolas entre 4 a 5 dias
a 34 °C. Posteriormente, utilizando la coloracién de Zielh-
Neelsen se verifico la morfologia bacteriana y propiedades
tintoriales [12]. La identificacion de las cepas se reconfirmé
mediante analisis del polimorfismo en los fragmentos de
restriccion del gen Asp65 (PRA; del inglés PCR-restriction
analysis) siguiendo la metodologia descrita por Telenti et
al [13].

Meétodo de Microdilucion en Caldo (MDC): Esta prueba se
llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito por el CLSI
en el documento M24-A [10] y cada muestra se procesé por
duplicado. La interpretacion de los resultados se realizé con
base a los puntos de corte para susceptible, intermedio o
resistente recomendados por el CLSI (2011) [11], excepto

para los antibiodticos ceftriaxona y levofloxacina, en estos
casos se utilizaron los puntos de cortes descritos previamente
[1,14].

Losantibioticosutilizados en las pruebas de susceptibilidad
fueron: amikacina (AK) (0,5-32 pg/mL; Sigma),
claritromicina (CLR) (0,125-8 pg/mL, USP), cefoxitina
(FOX) (0,125-128 ng/mL, Sigma), ceftriaxona (CRO) (0,5~
512 pg/mL, Genven, S.A., Venezuela), amoxicilina (AMX)
(1-128 pg/mL, Genven, S.A., Venezuela), ampicilina-
sulbactam (SAM) (1/0,5-128/64 pg/mL, Laboratorios
Richet, S.A., Argentina), imipenem (IMP) (0,06-64 pg/
mL, USP), meropenem (MEM) (0,06-64 pg/mL, USP),
linezolid (LNZ) (2-128 pg/mL, USP), moxifloxacina
(MXF) (0,06-8 ng/mL, USP), ciprofloxacina (CIP) (0,08-8
pg/mL, USP), levofloxacina (LVX) (0,25-16 pg/mL, USP)
y doxiciclina (DX) (0,06-64 pg/mL, Sigma). Para estos
ensayos se utilizaron como cepas control Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 y M.
peregrinum ATCC 700686.

Resultados

Un total de 26 cepas de M. abscessus de origen clinico
fueron evaluadas por el método MDC frente a 14 antibi6ti-
cos (Tabla 1). La mayoria de las cepas estudiadas fueron in-
hibidas por AK, IMP, LNZ, MXF, LVX y CIP en el intervalo
de concentracion de 2 a 32 pg/mL. En relacion a los antibio-
ticos betalactaimicos ensayados, con excepcion del IMP, el
100% de las cepas mostraron una concentracion inhibitoria
minima (CIM) entre 32 y 1.024 pg/mL.

De acuerdo a la interpretacion de los resultados (Tabla
2), se observo que todas las cepas fueron sensibles a la AK,
seguida de la CLR con 62% ¢ IMP 46%. El fenotipo de
sensibilidad intermedia se evidencid con la FOX en el 65%
de las cepas estudiadas, mientras que el 100% de resistencia
se observo con CRO y DX. Resistencias en el orden de 73%
y 96% fueron observadas con AMX, SAM, MEM vy las
fluoroquinolonas.

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos a
partir de la distribucion de las cepas estudiadas de acuerdo
al nimero de marcadores y patrones de resistencia. La
mayoria de las cepas mostraron una variedad de patrones
de resistencia multiple, los cuales se distribuyeron en 8
tipos diferentes, representados por la asociacion de 4 a 12
antibioticos. El patron de resistencia mas frecuente fue el
tipo 6 (10 marcadores de resistencia), conformado por 7
cepas (28%) distribuidas en 6 distintas combinaciones de
antibidticos.

Discusion

En el tratamiento de las infecciones causadas por M.
abscessus se debe considerar la presentacion clinica,
el estado inmunoldgico del paciente y la utilizacion de
terapias combinadas de antibioticos. En la actualidad, son
pocos los estudios que comparan diferentes regimenes de
tratamiento, asi como la relacion de la susceptibilidad in
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Tabla 1. Distribucion de las 26 cepas de M. abscessus de acuerdo a la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).

Numero de cepas distribuidas por CIM (pg/mL)

Antibidtico
0,06 0,13 0,25 05 1 2 4 16 32 64 128 256 512 1024 ND
AK 1 2 6 10 3 ‘
CLR 6 5 2 2 ‘ 1 1 1 4 4
FOX 1 1 16 7 ‘ 1
CRO 2 4 12 5 3

AMX 1 6 19

SAM 1 6 19
IMP 1 2 10 5

MEM ‘ 6 7 11 1
LNZ 2 2 6 7 3

MXF 8

LVX 6 9

CIP 5

DX 1 11 14

Los rectangulos indican el rango de los puntos de corte establecidos por CLSI (2011); para ceftriaxona, tigeciclina, y levofloxacina se
utilizaron puntos de corte descritos previamente [1,15]. ND: no se determind; AK: amikacina; CLR: claritromicina; FOX: cefoxitina; CRO:
ceftriaxona; AMX: amoxicilina; SAM: ampicilina/sulbactam; IMP: imipenem; MEM: meropenem; LNZ: linezolid; MXF: moxifloxacina;

LVX: levofloxacina; CIP: ciprofloxacina; DX: doxiciclina.

Tabla 2. Interpretacion de los resultados de las pruebas de susceptibilidad
en las 26 cepas de M. abscessus.

Interpretacion
N° cepas (%)
Antibidtico (n=26)
S 1 R

Amikacina 26(100)
Claritromicina 16(62) 1(4) 9(35)
Cefoxitina 1(4) 17(65) 8(31)
Ceftriaxona® 23(100)
Amoxacilina 1(4) 25(96)
Imipenem 12(46) 7(27) 7(27)
Meropenem 1(4) 25(96)
Linezolid 10(38) 6(24) 10(38)
Moxifloxacina 4(15) 3(12) 19(73)
Levofloxacina® 3(12) 23(88)
Ciprofloxacina 3(12) 23(88)
Doxiciclina 26(100)

S: susceptible; I: susceptibilidad intermedia; R: resistente. Los puntos de
corte para los antibioticos senalados fueron tomados de: *Gayathri et al.
2010 [19]; *Garcia-Martos y Garcia Agudo, 2012[1].

vitro con la eficacia clinica. En este contexto, las pruebas
de susceptibilidad son de gran valor al momento de elegir,

suspender o combinar los antibidticos en los tratamientos
clinicos [1], lo que requiere que las técnicas utilizadas en
estas determinaciones sean confiables.

M. abscessus tiene la particularidad de expresar resistencia
multiple a los antibioticos [5-8]. En este estudio se observo
que las 26 cepas de M. abscessus se distribuyeron en 8 tipos
de patrones de resistencia, predominando los fenotipos
compuestos por las asociaciones de 8§ y 10 marcadores.
La mayoria fueron por lo menos resistentes a 4 de los 6
antibidticos betalactamicos ensayados (CRO, MEM, AMX
y SAM), DX y a las fluoroquinolonas (LVX o CIP). Estos
resultados son similares a los reportados por Yang et al.
[15] quienes sefialaron que entre 92 al 99% de sus aislados
fueron resistentes a MEM, DX, LVX y CIP. De igual forma
Ruiz-Aragon y col. [16] registraron una resistencia del 75%
para las quinolonas (LVX y CIP) y del 25 % para IMP. En
el caso de LNZ los resultados de susceptibilidad de los
aislados de M. abscessus estudiados son similares a los
reportados por otros autores (48-58%) [15-17]. En cuanto
a la MXF el porcentaje de resistencia (68%) supero6 a los
encontrados por Park ef al. (7%) [18]. Es probable que estas
diferencias obedezcan a una dindmica geografica local,
determinada por el origen de la cepa, el afio de aislamiento,
la presion selectiva de los antibidticos en el momento de la
recuperacion de la cepa, asi como todos aquellos factores
que de alguna manera pudieran intervenir en la triada
epidemioldgica: hospedador, M. abscessus y ambiente. No
obstante, al igual que en otros estudios [9,15,16,18,19],
en este trabajo la AK y la CLR fueron los antibidticos con
mejor actividad inhibitoria sobre las cepas estudiadas. Sin
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Tabla 3. Distribucion de las cepas de M. abscessus de acuerdo al numero de marcadores y patrones de resistencia.

N° de marcadores de N° de cepas (%)

Tipos resistencia n=26 Patron de resistencia

1 4 1(4) CRO, MEM, AMX, DX

2 5 1(4) CRO, MEM, AMX, SAM, DX
1(4) CRO, MEM, LXF, CIP, AMX, SAM, DX
1(4) MEM, MXF, LVX, CIP, AMX, SAM, DX

3 7
1(4) CRO, MEM, MXF, CIP, AMX, SAM, DX
1(4) CLR, MEM, LVX, CIP, AMX, SAM, DX
1(4) FOX, CRO, MEM, LVX, CIP, AMX, SAM, DX
2(8) CRO, MEM, MXF, LVX, CIP, AMX, SAM, DX

4 8 1(4) MEM, LNZ, MXF, LVX, CIP, AMX, SAM, DX
1(4) CRO, MEM, LNZ, LVX, CIP, AMX, SAM, DX
1(4) CRO, MEM, MFX, LVX, CIP, AMX, SAM, DX
1(4) FOX, CRO, MEM, MFX, LVX, CIP, AMX, SAM, DX

5 9 1(4) CRO, IMP, MEM, MFX, LVX, CIP, AMX, SAM, DX
1(4) CRO, MEM, MFX, LVX, CIP, LNZ, AMX, SAM, DX
2 (8) Todos los antibidticos excepto AMK, FOX, LNZ
1(4) Todos los antibidticos excepto AMK, IMP, CIP
14 Todos los antibidticos excepto AMK, FOX, IMP

6 10
14 Todos los antibidticos excepto AMK, IMP, LNZ
1(4) Todos los antibidticos excepto AMK, FOX, IMP
1(4) Todos los antibioticos excepto AMK, IMP, CLR

7 11 1(4) Todos los antibidticos excepto AMK, IMP

8 12 1(4) Todos los antibidticos excepto AMK

AK: amikacina; CLR: claritromicina; FOX: cefoxitina; CRO: ceftriaxona; AMX: amoxicilina; SAM: ampicilina/sulbactam; IMP: imipenem;
MEM: meropenem; LNZ: linezolid; MXF: moxifloxacina; LVX: levofloxacina; CIP: ciprofloxacina; DX: doxiciclina.

embargo, existe el consenso de que no se puede inferir la
actividad in vivo de los antimicrobianos, la eficacia clinica
o las ventajas de una terapia combinada con antibidticos en
el tratamiento de infecciones causadas por M. abscessus.
Probablemente esto es debido a la presencia de diversos
mecanismos genéticos que favorecen la resistencia cruzada
a antibidticos quimicamente diferentes [5,7,8]. En estudios
posteriores se analizaran las bases genéticas de los patrones
de resistencia observados en las cepas ensayadas.

En Venezuela, existe muy poca informacion en relacion a
la epidemiologia de las infecciones por MCR, especialmente
las ocasionadas por M. abscessus, por consiguiente, no se
dispone de registros fiables que determinen la incidencia y
prevalencia de este microorganismo, asi como tampoco de
datos sobre el perfil de susceptibilidad frente a los agentes
antimicrobianos disponibles en el pais. Por tanto, los

hallazgos obtenidos en este estudio constituyen un valioso
aporte para las estadisticas epidemiologicas, asi como para
la orientacion del tratamiento empirico, en casos donde se
sospeche la participacion de M. abscessus en infecciones
y no se disponga de informaciéon inmediata sobre la
susceptibilidad de este microorganismo.

En conclusion, los patrones de resistencia multiple
observados en las cepas analizadas, sugieren la necesidad
de utilizar las pruebas de susceptibilidad como herramientas
que permitiran orientar y optimizar las conductas terapéuticas
en infecciones producidas por M. abscessus.
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