CONTROL DE CALIDAD DE MICOBACTERIAS (MB-2/12)

En este control, se envié a los participantes una cepa de Mycobacterium abscessus, en medio de Lowenstein-
Jensen. Habia sido aislada de un varén de 67 afios de edad, fumador de un paquete de cigarrillos/dia, sin otros habitos.
El paciente acudi6 a Urgencias por presentar un cuadro de hemoptisis leve de varios dias de evolucién, febricula
vespertina, sensacion disneica leve, y tos persistente, sin dolor toracico asociado. Como antecedentes médicos de
interés, habia presentado hacia 20 dias, un episodio previo de hemoptisis, que cedi6 a las 48 horas. A la exploracion, se
auscultaban crepitantes pulmonares en base izquierda, con una saturacion basal de oxigeno del 97%. La radiografia de
térax mostroé un area de bronquiectasias quisticas posterobasal izquierda, y una pequefia zona de condensacién basal
subpleural adyacente. Se recogié una muestra de esputo que se remitié a Microbiologia para estudio bacteriolégico y de
micobacterias. El paciente fue ingresado a cargo del servicio de Neumologia, donde se realizd una fibrobroncoscopia,
remitiéndose a las 48 horas de su ingreso una muestra del broncoaspirado para estudio microbiol6gico. A los 6 dias de
incubacién, los cultivos de ambas muestras en medio liquido de micobacterias fueron positivos, creciendo la cepa que
es objeto del presente control.

Se solicitd a los centros participantes la identificacién de la micobacteria implicada en este caso clinico y el
estudio de sensibilidad, asi como que formulasen los comentarios y sugerencias que se considerasen oportunos. La
cepa fue identificada, mediante métodos moleculares (hibridacion inversa y secuenciacion), como M. abscessus por el
laboratorio que actu6 de referencia.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE IDENTIFICACION

La cepa problema fue enviada a los 108 participantes, de los que 94 remitieron la hoja de respuesta, todos
ellos con resultados valorables, lo que supone un porcentaje de participacion real del 87,0%. Este porcentaje es idéntico
al del ultimo control de Micobacteriologia y superior al control MB-2/09, en el que también se remiti6 una cepa de M.
abscessus (la participacion en dicho control fue entonces del 78,1%). El Programa de Control de Calidad acepté como
respuesta Optima la identificacion de especie M. abscessus, y como aceptables las de Mycobacterium
abscessus/immunogenum, y la de Mycobacterium chelonae/abscessus, por la elevada similitud genética que presentan
M. abscessus con M. immunogenum y con M. chelonae. De hecho, la mayoria de los sistemas comerciales no pueden
diferenciar M. abscessus de M. immunogenum, y ademas, algunos de ellos tampoco diferencian M. abscessus de M.
chelonae. Como puede observarse en la tabla 1, la mayoria de los laboratorios (el 75,5%) identificaron correctamente la
especie. Seis participantes (6,3%) informaron M. chelonae/abscessus, mientras que otros cuatro laboratorios (4,3%)
respondieron M. abscessus/immunogenum. Asi, el porcentaje de acierto total fue del 86,2%, similar al del control MB-
2/09 (que fue del 89,0%).

Tabla 1. Resultados de laidentificacion de la cepa.

Identificacién Numero %
Mycobacterium abscessus 71 75,5
Mycobacterium chelonae / abscessus 6 6,3

Mycobacterium abscessus / immunogenum 4 4,3
Mycobacterium chelonae grupo Ill 4 4,3
Mycobacterium (no M. tuberculosis) 4 4,3
Mycobacterium chelonae complex 3 3,2
Mycobacterium chelonae 2 2,1
Total 94 100,0

En cuanto a los métodos utilizados para la identificacion (tabla 2), de los 94 centros que enviaron la hoja de
respuesta, 6 participantes (6,2%) no aportaron informacion al respecto, recurriendo todos ellos a un laboratorio externo
de referencia. La técnica mayoritaria fue la hibridacion inversa, usada, en solitario o combinada con otro método, por al
menos 70 centros participantes (74,5%). En segundo lugar destacan las pruebas bioquimicas clasicas que, en esta
ocasion, soélo fueron utilizadas por 9 centros (el 9,6%), la mayoria de las ocasiones junto a métodos moleculares. Siete
laboratorios (7,5%) realizaron un estudio de secuenciacion para la identificacion de la cepa, mientras que cinco (5,3%)
utilizaron la espectrometria de masas.

Tabla 2. Métodos utilizados para la identificacion.

Método NUmero %

Hibridacién inversa 61 64,8
Secuenciaciéon 5 53
Pruebas bioquimicas + hibridacién inversa 4 4,2
Sonda 3 3,1
Espectrometria de masas + métodos moleculares + pr. bioquimicas 2 2,1
Espectrometria de masas 1 1,1
Espectrometria de masas + spoligotyping 1 11
Espectrometria de masas + hibridacion inversa + secuenciacion 1 1,1
Hibridaciéon inversa + caracteristicas morfoculturales 1 1,1
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Hibridacién inversa + crecimiento en NacCl 1 1,1
Hibridacioén inversa + PCR-RFLP? 1 1,1
Inmunocromatografia 1 1,1
Métodos moleculares 1 1,1
PCR a tiempo real 1 1,1
Pruebas bioquimicas 1 1,1
Pruebas bioquimicas + secuenciacion 1 11
Pruebas bioquimicas + sonda + inmunocromatografia 1 11
Sonda + hibridacién inversa + PCR-RFLP 1 1,1
No informa 6 6,2
Total 94 100,0

®PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; RFLP: restriction fragment length polymorphism.

Este control demuestra, de nuevo, la mejora en la identificacion de la cepa con la incorporacion de los métodos
moleculares. Asi, 70 de los 71 centros que identificaron correctamente la cepa como M. abscessus realizaron algun
método molecular. De ellos, destaca la hibridacion inversa, informada explicitamente por 54 participantes.

La marca comercial mas utilizada por el conjunto de los participantes (tabla 3) fue el sistema de hibridacién
inversa GenoType® Mycobacterium CM de Hain (el 53,6%), seguido del INNO-LIPA® de Innogenetics (15,5%). De los
52 participantes que utilizaron el Genotype® Mycobacterium, 46 de ellos (el 88,5%) identificaron 6ptimamente la cepa
problema (M. abscessus), otros 4 laboratorios (7,7%) informaron M. abscessus/immunogenum, ya que este sistema no
es capaz de diferenciar ambas especies, otro participante (1,9%) respondié M. chelonae/abscessus, y por Ultimo, otro
centro (1,9%) inform6 complejo M. chelonae. Sin embargo, de los 15 usuarios que usaron INNO-LiPA®, solamente 6
(40,0%) informaron correctamente M. abscessus, mientras que 4 centros (26,7%) la identificaron como M. chelonae
grupo lll, otros 2 laboratorios (13,3%) informaron M. chelonae/abscessus, 2 centros (13,3%) informaron complejo M.
chelonae y el centro restante (6,7%) M. chelonae. Cabe destacar, nuevamente, el considerable nimero de participantes
gue no aportaron informacién sobre el equipo comercial usado (el 11,3%), probablemente debido a que muchos de ellos
remitieron la cepa a su laboratorio de referencia.

Tabla 3. Sistemas comerciales utilizados en la identificacion.

Método comercial Namero % uso % acierto
GenoType® Mycobacterium (Hain) 52 53,6 98,1
InnoLipa® (Innogenetics) 15 15,5 53,4
Manual® 7 7.2 100,0
Accuprobe® (bioMérieux) 5 5,2 40,0
Maldi-Tof® 5 52 100,0
Becton-Dickinson (inmunocromatografia) 1 1,0 0,0
Speed-Oligo® Mycobacteria (Vircell) 1 1,0 100,0
No informa 11 11,3 90,9
Total 97 100,0 78,1

#Se incluyen tanto las pruebas bioquimicas como la secuenciacion.
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS FARMACOS ANTIMICOBACTERIANOS
El estudio de sensibilidad fue realizado por 59 (62,8%) de los 94 centros que enviaron hoja de respuesta (tabla
4). La técnica mayoritaria fue el E-test®, informado por 32 centros (el 54,2% de las respuestas con antibiograma, 44,0%

de forma aislada), seguido de la microdilucion, realizada por 12 centros (20,3%, en el 15,2% como método Unico).

Tabla 4. Métodos empleados en la sensibilidad.

Método NUmero %

E-test® 26 44,0
Microdilucién 9 15,2
Disco-placa 5 8,5
Disco-placa + E-test® 2 3,4
E-test® + microdilucion 2 3,4
Dilucién en medio liquido 1 1,7
1
1
1
1
0
9

Dilucién en medio liquido + E-test® 1,7
Dilucién en medio liquido + microdilucion 1,7
Disco-placa + dilucion en medio liquido 1,7

Proporciones + E-test® 1,7
No informa 1 17,0
Total 5 100,0




En cuanto a los equipos comerciales empleados, los mas frecuentes fueron las tiras de E-test® de bioMérieux
(32 centros, 48,5%). De los doce centros que realizaron microdilucion, nueve emplearon el sistema comercial
Sensititre® (13,6%), un centro usé el Microscan (1,5%), otro la hizo de forma manual (1,5%), mientras que otro
participante no aport6d informacion al respecto. Hubo un considerable porcentaje de laboratorios (16,7%) que no
informaron la marca comercial, entre ellos algunos de los participantes que remitieron la cepa a un centro externo de

referencia para realizar el estudio de sensibilidad (tabla 5).

En la tabla 6 se muestran los resultados de sensibilidad aportado por el laboratorio que actué como centro de

Tabla 5. Marcas empleadas en el estudio de sensibilidad.

Marca Nldmero %

E-test® (bioMérieux) 32 48,5
Sensititre® 9 13,6
Bactec® MGIT 960 (Becton-Dickinson) 3 4,6
Microscan® 1 1,5
Versatrek® 1 1,5
Manual® 9 13,6
No informa® 11 16,7
Total 66 100,0

®Incluye disco-placa (7), microdilucién (1) y proporciones (1).

referencia sobre once de los farmacos para los que existen criterios interpretativos segun las normas del CLSI.

Tabla 6. Resultados de sensibilidad aportados por el laboratorio de referencia.

Antimicrobiano Concentracion critica Interpretacién®
(pg/ml)
Claritromicina 1 S
Tobramicina 2 S
Amikacina 2 S
Ciprofloxacino 4 R
Moxifloxacino 4 R
Imipenem 32 R
Cefoxitina 128 R
Doxiciclina >16 R
Minociclina >8 R
Cotrimoxazol >8 R
Linezolid 8 S

S: sensible; I: intermedio; R: resistente.

En la tabla 7 se resumen los resultados de las pruebas cualitativas de sensibilidad cuando el nimero de
respuestas para un determinado antibiético fue superior a 10. En total, se han recibido resultados correspondientes a 36
antibiéticos diferentes. Como se observa en la tabla 7, existe una excelente concordancia entre los laboratorios
participantes y el centro de referencia, en cuanto a la sensibilidad de la cepa frente a la amikacina, claritromicina,
cotrimoxazol, doxiciclina, tobramicina y quinolonas. Pero, existen discrepancias (como el caso de la cefoxitina o el
linezolid) en que las diferentes interpretaciones se deben a variaciones en una o dos diluciones.

Tabla 7. Distribucion de los resultados de sensibilidad.

Antimicrobiano Sensible Intermedio  Resistente  No interpreta Total Concordancia (%)
Amikacina 53 2 - 2 57 93,0
Amoxicilina-clavu. - - 10 1 11 -
Cefoxitina 11 3 22 2 38 57,9
Ciprofloxacino 3 1 41 2 47 87,2
Claritromicina 46 2 3 2 53 86,8
Cotrimoxazol 3 - 28 1 32 87,5
Doxiciclina 4 1 27 1 33 81,8
Imipenem 6 3 33 2 44 75,0
Levofloxacino 1 - 11 - 12 -
Linezolid 12 4 17 2 35 34,3
Moxifloxacino 1 - 11 1 13 84,6
Rifampicina - - 12 - 12 -
Tobramicina 22 3 4 2 31 71,0




UTILIZACION DE LABORATORIO EXTERNO

De los 94 centros que llevaron a cabo la identificacion de la cepa, 75 (79,8%) afirmaron no haber utilizado un
laboratorio externo de referencia, 11 centros indicaron que si lo habian utilizado (11,7%), y 8 centros (8,5%) lo utilizaron
parcialmente. Asi, de manera similar a lo que ha ocurrido en los Ultimos controles, y a la vista de los resultados
obtenidos, se puede decir que una parte considerable de los laboratorios que participan en el Programa de Control de
Calidad disponen de los recursos técnicos necesarios para realizar el estudio de micobacterias no tuberculosas, y que
esta capacitaciéon va en aumento, ligada a la progresiva implantacién de los métodos moleculares comerciales.

COMENTARIOS

Algunos participantes (9 centros) recomendaron tratamiento con claritromicina asociado a amikacina. Cuatro
centros comentaron que la deteccion de M. abscessus en muestras clinicas era de dificil valoracién. Tres centros
afirmaron que se debe hacer una segunda lectura de los macroélidos a los 14 dias, para detectar la resistencia inducible
a este grupo antibiético. Otros tres centros especificaron que convendria enviar la cepa a un laboratorio de referencia
para el estudio de sensibilidad. Por ultimo, dos centros indicaron que el antibiograma en esta especie de micobacterias
no esté estandarizado.



