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RESUMEN

Introduccidn: Los bacilos gram negativos no fermentadores (BNF), estan frecuentemente
implicados en infecciones graves, y actualmente suponen un trascendente problema de
salud publica mundial. Las infecciones que causan tienen peor prondstico que las debidas a
otros patdgenos frecuentes, por lo que es de gran importancia su correcta identificacion y la
evaluacién de sus perfiles de sensibilidad.

El objetivo de este trabajo es el de comparar resultados de un conjunto de pruebas
bioguimicas minimas de identificacion manual, accesibles de incorporar en un Laboratorio
de Microbiologia de menor complejidad, con el sistema de identificacion APl 20NE de
Biomerieux, a los fines de una correcta interpretacion e informe de perfiles de sensibilidad y
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos de cepas circulantes en nuestra poblacién.
Se estudiaron 30 cepas de BNF obtenidas de aislamientos clinicamente significativos del
Laboratorio S.I.L. de Villa Dolores, Cérdoba, pertenecientes a pacientes internados y
ambulatorios durante el periodo de 2014-2015.

Fueron efectuadas un conjunto de pruebas bioquimicas seleccionadas y al mismo tiempo
las cepas se identificaron mediante el sistema APl 20NE — Biomerieux. Se realizaron
estudios de sensibilidad a antimicrobianos y de mecanismos de resistencia. De las 30 cepas
estudiadas, las técnicas manuales identificaron el 90% de los aislamientos y el sistema API
20NE el 93,3%. Un total de 22 cepas fueron multisensibles. Ocho cepas presentaron algun
mecanismo de resistencia, o que evidencia la circulacion de estas cepas en nuestra
poblacion. Se concluye que en Servicios de menor complejidad la aplicacion de un panel
basico de pruebas bioquimicas permite la identificacion con precisién de un elevado nimero
de cepas, y en consecuencia la correcta eleccion metodoldgica para la realizacion de

pruebas de sensibilidad a antimicrobianos y el estudio de mecanismos de resistencia.

PALABRAS CLAVES
Bacilos gram negativos no fermentadores, pruebas de sensibilidad, antimicrobianos,

pruebas de identificacion.

INTRODUCCION

Los bacilos gram negativos no fermentadores (BNF) constituyen un amplio grupo de
microorganismos (MO) que se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Mas
de 120 especies han sido descriptas, las cuales incluyen MO que producen una gran
variedad de infecciones en el ser humano y ademas dificultades técnicas para su
identificacion e interpretacion de pruebas de Sensibilidad (S) a los antimicrobianos (1). La

multirresistencia (MR) a menudo asociada a estos gérmenes, su patréon de resistencia (R)
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natural y la facilidad en adquirir diversos mecanismos de resistencia (MdR), hacen de este
grupo de MO un capitulo particular de la microbiologia (2).

De todas las especies incluidas, s6lo unas pocas abarcan una parte importante y numerosa
de las infecciones humanas, siendo las mas frecuentes: Pseudomonas aeruginosa, el
complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii, Stenotrophomonas maltophilia y
Burkholderia cepacia. (1-4)

Estas bacterias constituyen un verdadero desafio en cuanto a la terapéutica antimicrobiana
a implementar en cada caso clinico principalmente en el &mbito intrahospitalario (5,6)

Para interpretar de manera correcta la S o R a determinados antimicrobianos y la presencia
de ciertos MdR, es necesario primero contar con métodos que permitan orientar con
precision la identificacion de la cepa en cuestion. Por otra parte, la evaluacién de la S in vitro
de ciertos antibidticos, es recomendada para utilizar tanto para fines terapéuticos como para
fines identificatorios.

En numerosas ocasiones, la alternativa de tratamiento en infecciones por estas bacterias
gqueda reducida al uso de carbapenemes (5), pero la adquisicion de MdR a estos antibidticos
es cada vez mayor y requiere de pruebas especiales para su deteccion.

En localidades con menor nivel de complejidad médica no es frecuente que se cuente con
laboratorios de bacteriologia que efectlen pruebas de tipificacién y de sensibilidad mas
complejas. La utilizacion de grandes paneles de pruebas bioquimicas es complejo de
sostener en correctas condiciones operativas y el acceso a sistemas comerciales, ya sea
manuales o automatizados, es costoso. Sin embargo, se observa que cada vez mas se trata
de efectuar la contencién médica y los tratamientos de los pacientes en sus respectivas
localidades, evitando la derivacion de los mismos a otras ciudades con niveles superiores de
asistencia médica. En consecuencia, para poder efectuar una correcta interpretacion de las
pruebas de S, es necesario contar con una orientacion precisa de cual es la especie de BNF
involucrada en un determinado proceso infeccioso.

El objetivo de este trabajo fue comparar los resultados de un conjunto de pruebas
bioguimicas minimas de identificacion manual con el sistema de identificacion de bacilos
gram negativos no enterobacterias y no fastidiosos APl 20NE de Biomerieux disponible en
nuestro laboratorio, a los fines de una correcta interpretacion e informe de los perfiles de

sensibilidad y los MdRa los antimicrobianos de las cepas identificadas.

MATERIALES Y METODOS.

Se realiz6 un estudio de tipo retrospectivo, observacional y descriptivo.

Muestras: Se estudiaron cepas de BNF obtenidas de aislamientos clinicamente
significativos del cepario del Laboratorio S.I.L. de Villa Dolores, Cérdoba, pertenecientes a

pacientes internados y ambulatorios estudiados durante un periodo entre los afios 2014-
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2015. Se seleccionaron las cepas aisladas en materiales clinicos de pacientes ambulatorios
gue concurrieron al laboratorio, y de pacientes internados en centros de salud que derivan
sus muestras, como el Hospital de Villa Dolores.

Métodos: Las cepas se conservaron en caldo glicerol a -20°C, por duplicado, y fueron
recuperadas por calentamiento gradual a T° ambiente y T° de estufa de cultivo a 35°C
durante 4 hs y aisladas nuevamente en medio sdlido utilizando agar sangre de carnero.
Colonias Unicas fueron repicadas en agar Tryptona Soya, y a partir de cultivos de hasta 48
hs. fueron efectuadas un conjunto seleccionado y minimo de pruebas bioquimicas
manuales que a continuacion se detallan: agar hierro triple azucar (TSI), oxidasa (Ox),
movilidad (Mov), oxidacion/fermentacién de glucosa en O-F medio basal de Hugh&Leifson
(OF/G), crecimiento a 42°C, produccion de pigmento (Pig), arginina dehidrolasa (Adh), lisina
decarboxilasa (Lis), ezimas desoxirribonucleasas (DNAsa), hidrélisis de esculina (Esc),
produccién de &cido a partir de maltosa (Mal) y manitol (Man). Las pruebas fueron
efectuadas tomando como referencia principal los algoritmos e indicaciones técnicas
recomendadas en el manual de bacilos gram negativos no fermentadores de glucosa de los
Dres. Carlos Vay y Angela Famiglietti (7) y en las guias de Identificacién de bacilos gram
negativos no fermentadores, del INEI-Malbran (8).

Las cepas también fueron identificadas mediante el sistema manual, APl 20NE -
Biomerieux, siguiendo las instrucciones del fabricante (9). Este método comercial, manual,
consiste en una galeria de pruebas bioquimicas, de lectura directa e indirecta, de rapida
manipulacion manual, y que basa su sistema de interpretacion en algoritmos vinculados a
una base de datos. Las pruebas bioguimicas que se efectian son: reduccion de nitratos a
nitritos o nitrégeno, formacién de indol, fermentacion de glucosa, arginina dehidrolasa,
presencia de ureasa, hidrélisis de esculina, hidrdlisis de gelatina, p-galactosidasa, oxidasa.
Ademas evalla la asimilacion de D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, N-acetil-
glucosamina, D-maltosa, gluconato potasico, acido caprico, acido adipico, acido malico,
acido fenilacético, citrato trisodico.

Aquellas cepas que por uno o ambos métodos arrojaron un resultado inconcluso o no fueron
correctamente identificadas, se identificaron y se realizaron pruebas de S por el sistema
automatizado VITEK2.

En las pruebas de S a antimicrobianos se utilizaron discos comerciales (Britania) de los
siguientes antimicrobianos: ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam, imipenem,
meropenem,  aztreonam, amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, trimetoprima-
sulfametoxazol, colistina, minociclina, ampicilina/sulbactam, levofloxacina; y fueron
efectuadas por el método de difusion en agar Mueller Hinton de acuerdo a las Instrucciones
especificadas en las Normas CLSI 2016 (10) e interpretadas segun las recomendaciones del

Protocolo Whonet 2017 (11). Las pruebas que se realizaron para el estudio de MdR fueron:
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Screening y prueba confirmatoria para la busqueda de beta lactamasas de espectro
extendido (BLEE), y la busqueda de carbapenemasas mediante inhibicion con discos de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y de acido borénico. Se realiz6 ademés el test de
Hodge mejorado, segun las recomendaciones del Algoritmo 2017 de carbapenemasas para
Pseudomonas aeruginosa del Servicio de Antimicrobianos INEI-ANLIS “Dr. Carlos Malbran”
(11,12). Se realiz6 el test de Hodge mejorado para deteccién de carbapenemasas, el cual
permite detectar la presencia de enzimas con actividad de carbapenemasas, pero no
discrimina entre Serino-carbapenemasas y Metalobetalactamasas. Esta técnica es de baja

complejidad y presenta moderada sensibilidad (13,14).

RESULTADOS.

Se estudiaron un total de 30 cepas de BNF. Los resultados de las pruebas de identificacion
por técnicas manuales y APl 20NE se describen en la Tabla 1 y los porcentajes de cepas
identificadas por cada metodologia se especifican en la Tabla 2. El origen de las mismas se

detalla en la Tabla 3.

Tabla 1: Resultados de pruebas bioquimicas manuales, Api 20NE e identificacion

Pruebas Bioquimicas Identificacion
Pruebas Identificacion por
Ne | TSI Ox. | Mov. | OF/G | 42°C | Pig | Adh | Lis | Mal | DNAsa | Esc | Man Manuales API 20NE
Acinetobacter Acinetobacter
1 |A/N]| - - /- nr | -| - | -] - - - + | baumanni baumanni
2 NN| - | - | +-|nr | -] - |+ + + | +| - |s maltophilia S. maltophilia
3 | N/N - - +/-| nr - - + | + + + - | S. maltophilia S. maltophilia
4 | N/N| - - | - nr | -] - |+ + + | +| - |S. maltophilia S. maltophilia
Pseudomonas Pseudomonas
5| NN| + + +/- + |V + | -|nr nr nr | nr | aeruginosa aeruginosa
Acinetobacter Acinetobacter
6 |AI/AI| - - J-1nr | -] - |- - - - |- | Iwoffi Iwoffi
7 | N/N| - - | - nr | -] - |+ O+ + | +| - |S. maltophilia S. maltophilia
Acinetobacter Acinetobacter
8 |A/N| - - |+ nr |- -] - - - - | - | baumanii baumanii
Acinetobacter Acinetobacter
9 |AI/AI| - - J-1nr | - - | -| - - - |- | Iwoffi Iwoffi
Pseudomonas Pseudomonas
10| N/N | + + +/- + |V + | -|nr nr nr | nr | aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
1M|AN]| +| + | +/-| + [V | +| -|nr| nr |nr| nr |aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
12| N/N | + + | +/-| + |V + | -|nr| nr |nr| nr |ageruginosa aeruginosa
13 | N/N - - +/-| nr - - - | S. maltophilia S. maltophilia
14 | N/N - - +/-| nr - - - | S. maltophilia S. maltophilia
Pseudomonas Pseudomonas
15| N/N | + + | +/-| + |V + | -|nr| nr |nr| nr |ageruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
16 | AI/N | + +/- - - | nr nr nr | nr |aeruginosa aeruginosa
17 | AI/N | + + +/- + |V - nr nr nr | nr | Pseudomonas Pseudomonas




aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
18 | N/N | + + +/- + |V + - | nr nr nr | nr |aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
19| N/N | + + +/- + M| + | -|nr nr nr| nr | aeruginosa aeruginosa
Cepa no Pseudomonas
20 | N/N + + +/- - - + - | nr nr nr | nr |identificada fluorecens
Pseudomonas Pseudomonas
21| N/N | + + | +/-| + |V + | -|nr| nr |nr| nr |ageruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
22 | AN | + + +/- + |V + - | nr nr nr | nr | aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
23 | AI/N | + + +/-] + |V + - | nr nr nr | nr | aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
24 | N/N | + + | +/-| + |V + | -|nr| nr |nr| nr |ageruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
25| N/N | + + +/-] + |V + - | nr nr nr | nr | aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
26 | AI/N | + - +-| + |V + - | nr nr nr | Nnr |aeruginosa aeruginosa
Cepa no Cepa no
27 | AI/N | - - +/- - - - +| - - - - | identificada identificada
Cepa no Cepa no
28 N/N| + | + | /- - | -] - | +]| + - - | - |identificada identificada
Pseudomonas Pseudomonas
29 | N/N | + - +-| + |V + - | nr nr nr | Nnr |aeruginosa aeruginosa
Pseudomonas Pseudomonas
30 N/N | + - +/-] + |[M + -|nr nr nr | nr |aeruginosa aeruginosa

Referencias: TSI= agar TSI; Ox= prueba de oxidasa; Mov: movilidad en agar blando; OF/G= oxidacion;
fermentacion de glucosa en O-F medio basal de Hugh&Leifson; 42°C= crecimiento a 42°C; Pig= produccién de
pigmento; Adh= arginina dehidrolasa; Lis= lisina decarboxilasa; Mal= acido a partir de maltosa; DNAsa=
presencia de enzimas desoxirribonucleasas; Esc= hidrdlisis de la esculina; Man= &cido a partir de manitol; Al/N=
alcalino /neutro; Al/Al= alcalino/alcalino; N/N= neutro/neutro; S.maltophilia= Stenotrophomonas maltophilia;

V=verde; M= marrén; nr= no realizada.

Las cepas 20, 27 y 28 que no pudieron ser identificadas con certeza, con uno o ambos
métodos, fueron evaluadas con el sistema VITEK2, el cual dio resultados con alto nivel de

confiabilidad. La cepa 20 fue identificada como Pseudomonas fluorecens, la 27 como

Acinetobacter baumanii, y la 28 como Ralstonia piketti

Tabla 2: Porcentajes de identificacion de los sistemas de tipificacion.

N° de Cepas | N° Cepas N° Cepas no | % de
Métodos estudiadas identificadas | identificadas | identificacion
Pruebas
manuales 30 27 3 90,0
APl 20NE 30 28 2 93,3




Tabla 3: Origen clinico de las cepas identificadas.

Cepas Material Clinico de origen
Hemoculti - .
. . Liquido | Orina .
Aspirado Esputo Hemoc |vo.y  —|Herida |, (Chorro orina- | pora
Traqueal ultivo. Retroculti | Quirdrgica PUNCi6 . Sonda
Vo, unciéon | medio)
Stenotro_phomonas 5 1 2 1 6
maltophilia
Acinetobacterbaumanii/ 3 3
calcoaceticus
Acinetobacter Iwoffi 1 1 2
Pseudomonas
aeruginosa 2 9 5 1 1
Pseudomonas 1 1
fluorecens
Ralstonia piketti 1 1
Total 6 3 2 1 1 10 6 1 30

Los resultados de las pruebas de S y MdR para las cepas identificadas como Pseudomonas

aeruginosa y Acinetobacter baumanii se encuentran en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4: Resultados de pruebas de Sy MdR en Pseudomonas aeruginosa.

Cepa Antibiéticos Pruebas para MdR
PIP- ACAZ/CAZ- Sinergia
N° MER | IMI | CAZ | FEP | CIP | TAZ | AZT | AMK | GEN CLA EDTA THT
5 R | R S R | S | R Negativo Negativo Negativo
10 S S S S S S S S S NR NR NR
11 S S S S S S S S S NR NR NR
12 S S S S S S S S S NR NR NR
15 S S S S S S S S S NR NR NR
16 S S S S S S S S S NR NR NR
17 S S S S S S S S S NR NR NR
18 S S S S S S S S S NR NR NR
19 S S S S S S S S S NR NR NR
21 S S S S R S S S S NR NR NR
22 S S R S S S S S S Negativo NR NR
23 S S S S S S S S S NR NR NR
24 S S R S R S S R R Negativo NR NR
25 S R R S S R S R R Negativo Negativo Negativo
26 R I R R R R S S R Negativo Positiva Positiva
29 S S S S S S S S S NR NR NR
30 S S S S S S S S S NR NR NR
Referencias: S= sensible; R= resistente; I= intermedio; NR= no realizado; MER=meropenem; IMI=imipenem;

CAZ=ceftazidima;
AMK=amicacina;

FEP=cefepime;
GEN=gentamicina;

ClP=ciprofloxacina;
CAZ-CLA=ceftazidima-

etilendiaminotetraacético; THT=test de Hodge modificado.

PIP-TAZ=piperacilina-tazobactam; AZT=aztreonam;

acidoclavulanico;

EDTA=4cido



Tabla 5: Resultados de pruebas de Sy MdR en Acinetobacter baumanii.

Antibidticos ‘ Pruebas para MdR
PIP- ACAz/ | Sinergia | Sinergia
N° | MER | IMI | CAZ | FEP | CIP | TAZ | MIN | AMK | GEN | AMS | TMS | COL CAZ-CLA EDTA AC.BOR | THT
1 S S S S S S S S S S S NR J Neg NR NR NR
8 S S S S S S S S S S S NR J Neg NR NR NR
27*%| R R R R R R | S** S R R R S ‘ Neg Neg Neg Pos
Referencias: S= sensible; R= resistente; I= intermedio; NR= no realizado; MER=meropenem; IMI=imipenem;

CAZ=ceftazidima; FEP=cefepime; ClP=ciprofloxacina; PIP-TAZ=piperacilina-tazobactam; MIN=minociclina;
AMK=amicacina; GEN=gentamicina; AMS=ampicilina-sulbactama; TMS=trimetoprima-sulfametoxazol; COL=
colistina; CAZ-CLA=ceftazidima-acidoclavulanico; EDTA=4cido etilendiaminotetraacético; AC.BOR=&cido
borénico; THT=test de Hodge modificado; Neg= negativo; Pos= Positivo; *Resultados de concentracion inhibitoria
minima (CIM) obtenidos por VITEK2; **Resultado obtenido por método de difusion.

De las 17 cepas identificadas como Pseudomonas aeruginosa, 11 (64,7%) fueron sensibles
a todos los antibi6ticos. Cinco cepas presentaron R a Ceftazidima (30 ug) y un delta entre
Ceftazidima-Clavulanico / Ceftazidima (30ug/10ug) <= a 5 mm, lo cual indica ausencia de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE)(15). De éstas, 3 cepas presentaron halos de
Meropenem (10 ug) <= 23mm Yy Ceftazidima (30 ug) <=22 mm por lo que se investigd
carbapenemasas, arrojando resultados negativos para sinergia con EDTA y test de Hodge
mejorado en dos cepas; y resultados positivos en una de ellas, lo que indica la presencia de
una posible Metalobetalactamasa.(14,16).

Tres cepas fueron identificadas como Acinetobacter baumannii, de las cuales 2 fueron
multisensibles. Una cepa aislada de un aspirado traqueal estudiada por VITEK2 arrojo la
interpretacion adicional de cepa R a carbapenemes por impermeabilidad, carbapenemasa
metalo u oxacilinasa, siendo R a todos los antibiéticos ensayados, excepto amikacina y
colistina, y minociclina que fue testeada por método de difusion. Se realiz6 sinergia con
acido borénico (300 ug) y EDTA (1Lumol) y ambos dieron resultados negativos. Se efectu6
ademas el test de Hodge mejorado arrojando un resultado positivo lo que nos lleva a
presumir la presencia de una carbapenemasa (2,17)

Las dos cepas identificadas como Acinetobacter Iwoffi fueron multisensibles a los
antibidticos recomendados por protocolo (9).

Seis cepas identificadas como Stenotrophomonas maltophilia fueron multisensibles para los
antibiéticos: minociclina (30ug), levofloxacina (5ug) y trimetoprima-sulfametoxazol (1,25/23,7
ug).

Las cepas identificadas como Pseudomonas fluorescens y Ralstonia picketti fueron
multisensibles por VITEK2, con valores de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

intermedio para ceftazidima en Ralstonia picketti.



DISCUSION

En el sistema sanitario actual, y sobre todo en localidades con un nivel de complejidad
médica limitada, la atencién de pacientes con procesos infecciosos por BNF suele
presentarse como situaciones criticas que requieren mayores procedimientos invasivos para
el diagnostico y tratamientos con certeza. En este sentido, el rol del laboratorio de
Microbiologia es muy importante no solo en la realizacion de procedimientos correctos de
identificacion y el estudio de la S a antimicrobianos de estas cepas, sino también en la
comunicacion directa con los profesionales médicos actuantes, a los fines de contribuir y
participar en la toma de decisiones terapéuticas que éstos definen.

De las 30 cepas estudiadas, 3 no fueron correctamente identificadas por pruebas manuales,
de las cuales dos tampoco fueron identificadas por APl 20NE, y si fueron identificadas con
alto nivel de confiabilidad por VITEK2.

Si bien el nimero de cepas estudiadas es bajo, los resultados observados muestran que las
técnicas manuales, accesibles a laboratorios de microbiologia de menor complejidad,
permiten identificar con buena precisién a los BNF mas frecuentemente aislados, y en
consecuencia lograr una correcta interpretacion de las pruebas de S a los antimicrobianos y
deteccion de MdR. Las técnicas manuales identificaron el 90,0% de los aislamientos y el
sistema manual APl 20NE el 93,3%, el cual también es una alternativa accesible para
facilitar las pruebas de identificacién en los laboratorios de menos complejidad.

Un total de 22 cepas fueron multisensibles, pero hubo un total de 8 cepas que presentaron R
a uno o mas antibibticos, y de éstas 6 requirieron estudios adicionales para BLEE y/o
carbapenemasas.

Si bien seria importante poder efectuar esta evaluacion con un nimero importante de cepas,
consideramos que en este trabajo se evidencia la necesidad que en pequefios y medianos
laboratorios de Microbiologia se cuente con un panel basico de pruebas bioquimicas que
permitan orientar la identificacion de estas bacterias, y efectuar una correcta interpretaciéon
de las pruebas de S a los antimicrobianos. Los MdR presentes en estas cepas son de
extrema complejidad, llegando a casos en los que practicamente no quedan alternativas
terapéuticas. Por este motivo es que implementar estas pruebas es necesario para la precoz
aplicacion de correctos esquemas terapéuticos y reduccion de la elevada mortalidad

asociada a este tipo de pacientes.
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