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COMENTARIOS EXTENDIDOS ENCUESTA N262

CEPA N2 1. Acinetobacter baumannii

La cepa 1 correspondia a un Acinetobacter baumannii aislado de hemocultivo de un paciente con

bacteriemia asociada a catéter.

Acinetobacter baumannii se considera uno de los principales patégenos causantes de infecciones
asociadas al cuidado de la salud. Es un agente frecuente de neumonia nosocomial, infecciones del
torrente sanguineo, del tracto urinario, heridas e infecciones de piel y partes blandas en pacientes
qguemados, entre otras. La capacidad para sobrevivir en ambientes secos y humedos, y de formar
biofilms que favorecen su persistencia en superficies y dispositivos médicos, sumada a la resistencia
a antibidticos y desinfectantes, lo convierten en una amenaza para pacientes inmunosuprimidos o
internados en las unidades de cuidados intensivos. Adicionalmente, A. baumannii tiene capacidad de
adquirir resistencia a multiples antimicrobianos lo que contribuye a que presente alto nivel de
resistencia a la mayoria de los antimicrobianos, entre ellos los carbapenemes, lo cual dificulta la
eleccién de un tratamiento apropiado.

La resistencia a carbapenemes en esta especie se asocia a la produccién de carbapenemasas. Las mas
frecuentes son las de clase D (carbapenemasas del tipo OXA) adquiridas: grupo blaOXA-23, grupo
blaOXA-24/40, grupo blaOXA-58, grupo blaOXA-143 y/o grupo blaOXA-235, seguidas por la
oxacilinasa cromosdmica de la genomoespecie baumannii (blaOXA-51). Las carbapenemasas del tipo
OXA exhiben débil actividad sobre los carbapenemes, sin embargo, pueden conferir resistencia
cuando se suma la impermeabilidad (déficit de opmA y/o CarO) y la presencia de secuencias de
insercion (ISAba) rio arriba del gen, las cuales actlian como fuertes promotores de transcripcion. OXA-

51 es una carbapenemasa constitutiva que es utilizada como marcador de especie A. baumannii. En
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A. baumannii resistente a los carbapenemes, OXA-23 es la carbapenemasa adquirida mas diseminada
a nivel global, seguida por OXA-58.

Las carbapenemasas del tipo MBL fueron inicialmente reportadas de forma esporadica en esta
especie. Los primeros aislamientos de la regidn correspondieron a productores de MBL de tipo IMP,
pero en los Ultimos afios se ha visto un marcado aumento de NDM. Si bien NDM se ha diseminado
globalmente a expensas de K. pneumoniae y E. coli, Acinetobacter spp. podria actuar como un
reservorio de blaNDM-1 tanto en aislamientos clinicos, como ambientales, de animales para
consumo y alimentos.

OXA-23 es el principal mecanismo de resistencia a carbapenemes en A. baumannii en Argentina, y
aunque NDM es emergente, fue la Unica MBL detectada en A. baumannii durante los ultimos 5 afos
en el LNR (Complejo Acinetobacter baumannii: tendencias en los perfiles de resistencia a los
antimicrobianos 2020-2023. Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos,

Red WHONET - Argentina. E. Albornoz y col. SADI 2025. https://antimicrobianos.com.ar/wp-

content/uploads/2025/06/SADI-2025-Tendencias-en-los-perfiles-de-resistencia-2020-2023-

WHONET-Argentina.pdf). La diseminacion de NDM en A. baumannii es un fendmeno reciente en

nuestro pais, mediado principalmente por la expansién clonal de ST25.

En la encuesta 62 se recibieron 427 (94.3%) respuestas para esta cepa, de los 461 laboratorios
participantes del PCC-NAC. El PCC-Nac aceptd como totalmente valida la identificacion: “Complejo
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii”. Adicionalmente se incluyé “complejo A. baumannii” y “A.
baumannii”. EI 71,5 % de los participantes (303 laboratorios) contestd correctamente la

identificacion de género y especie. (Tabla 1.a).

Tabla 1.a. Cepa 1: Concordancia en la identificacidn bioquimica

Identificacion: Respuestas de los participantes (N:424)

Identificacién Numero %
Complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii 265 62,5
Acinetobacter baumannii 21 5
Complejo Acinetobacter baumannii 17 4
Acinetobacter sp 117 27,6
Acinetobacter Iwoffii 1 0,2
Acinetobacter pittii 1 0,2
Klebsiella pneumoniae 1 0,2
Pseudomonas aeruginosa 1 0,2
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La Cepa 1 portaba una carbapenemasa MBL de tipo blaNDM-1, una carbapenemasa del tipo
oxacilinasa blaOXA-23 y la enzima cromosomica blaOXA-51 propia de la genomoespecie
baumannii.

Presentaba fenotipo de resistencia a imipenem (IMP), meropenem (MER) y ampicilina/sulbactam

(AMS) con sensibilidad a amicacina (AKN), colistin (COL), y minociclina (MIN) (Tabla 1.b).

Tabla 1.b. Cepa 1: Resultados de sensibilidad con distintas metodologias obtenidos por el LNR

CIM (pg/ml)
Antibiético Difusion Interpretacion
Phoenix™ Tira de mMD
(mm) VITEK® 2C Sensititre . L,
M50 gradiente | colistin
AMS 6 >=32 >16/8 >16 NR NC Resistente
IMP 6 >=16 >8 >8 NR NC Resistente
MER 6 >=16 >32 >16 NR NC Resistente
AKN 20 <=2 16 16 4 NC Sensible
MIN* 22 ND 2 <=4 1 NC Sensible
COoL** NC ** *ok <=1 *k 2 Sensible

mMD: Micrométodo de elucién de discos de colistin.
NR: No Realizado.

NC: No Corresponde.

ND: No Disponible.

*Minociclina: en 2025 CLSI modificé los puntos de corte para difusion y dilucidn para esta droga a: S
>22,118-21,R<17 mmy S <1, 12, R 24 ug/ml, respectivamente, y agregd el comentario de que, en
caso que esta fuera necesaria para tratamiento, se deberia confirmar por CIM aquellos aislados con
zonas de inhibicion de 18-21 mm para evitar reportar resultados falsos intermedios. Segtn los datos
de la Red WHONET-Argentina 2023-2024 aplicando los nuevos puntos de corte para difusidon en
Acinetobacter spp, el 23% de los aislamientos serian considerados sensibles, el 55% resistentes y en
el 22% de los casos que presentaron halos entre 18 y 21 mm, habria que confirmar la sensibilidad
con una prueba de dilucién, si minociclina fuese opcion de tratamiento.

La Cepa 1 presenta sensibilidad borderline a minociclina. El halo obtenido por el LNR para el método
de difusidon fue 22 mm, por lo que la Cepa 1 podria categorizarse, para esta metodologia, como
sensible, sin embargo, el rango de referencia fue entre 18 y 25 mm incluyendo las categorias
intermedio/sensible. En el caso del sistema automatizado Vitek 2C, las tarjetas no cuentan con

minociclina. En BD Phoenix™ M50 los nuevos paneles NMIC 476 (sistémico) y NMIC 486 (CPO) no
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contienen minociclina; el panel NMIC 501, discontinuado, contenia minociclina en un rango 1-
16pg/ml. Actualmente, solo el panel NMIC 504 contiene minociclina en un rango 1-8 pug/ml que
incluye el nuevo punto de corte. Por Phoenix presenté una CIM 2 pg/ml, por lo que por este sistema
se categorizaria como intermedio.

En el caso de Sensititre, el panel evaluado cuenta con dos pocillos, con concentraciones de 4 y 8
ug/ml respectivamente, para minociclina. Con la modificacion del punto de corte 2025, no seria Util
para definir sensibilidad en Acinetobacter spp. Si hubiera crecimiento en ambos pocillos, la CIM seria
> 8ug/mil (resistente), si hubiera crecimiento en 4 pero no en 8, la CIM seria 8 ug/ml (resistente), y si
no hubiera crecimiento en ningun pocillo, la CIM seria < 4ug/ml, como en la Cepa 1, por lo que el
aislamiento podria ser sensible, intermedio o resistente. En este Ultimo caso, y si la minociclina fuese
la opcidn de tratamiento, corresponde utilizar otra metodologia para definir la categoria. Los paneles
que estaran disponibles en 2026, contaran con el rango operativo de minociclina de 1-8 pg/ml.

Por métodos epsilométricos la CIM a minociclina de la Cepa 1 fue 1 ug/ml, y se categorizaria como
sensible.

**Colistin: Vitek2C y PhoenixM50 NO son metodologias aceptadas para evaluar la sensibilidad a
colistin. Se debe recordar que estos métodos automatizados, asi como la difusién con discos y los
métodos epsilométricos no son métodos recomendados para informar la sensibilidad a colistin ya
que por lo general arrojan resultados de Falsa Sensibilidad (error muy mayor). CLSI y EUCAST
recomiendan la microdilucidn en caldo como método de referencia. Recientemente CLSI recomendd
la elucion con discos de colistin y el agar spot como metodologias aceptadas para Enterobacteralesy
Pseudomonas spp. Luego de diversos estudios, el LNR/LRR publicé recomendaciones nacionales
agregando otras metodologias como el “Colistin Drop-test” y la “Predifusion con tabletas de colistin”
haciendo extensivo su uso a Acinetobacter spp. La Cepa 1 presentd sensibilidad a colistin, esta droga
fue evaluada por los métodos de Colistin Drop Test (presencia de halo= sensible), Agar Spot Colistin
(sin crecimiento= sensible), y Micrométodo de elucién de discos de colistin (2 pg/ml=sensible).

Protocolos colistin: https://antimicrobianos.com.ar/2017/09/protocolos-colistin/ Simple Phenotypic

Tests To Improve Accuracy in Screening Chromosomal and Plasmid-Mediated Colistin Resistance in

Gram-Negative Bacilli: https://journals.asm.org/doi/10.1128/jcm.01701-20

La actividad carbapenemasa fue confirmada por el método colorimétrico Rapidec Carba-NP®.
Recordar que para la bisqueda de carbapenemasas tipo MBL en Acinetobacter spp., los métodos
colorimétricos deben leerse e interpretarse dentro de los primeros 60 minutos de incubacion. La
sinergia entre los discos de IMP-EDTA-MER es indicativo de la presencia de una metalo-B-lactamasa.
Mediante PCR y WGS se determind la presencia de los genes adquiridos blaNDM-1 y blaOXA-23, las
enzimas cromosdmicas ADC-26 (AmpC) y blaOXA-64 (familia blaOXA-51) y el secuenciotipo ST25. Se
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obtuvieron resultados negativos por PCR y/o WGS para los genes blaVIM, blaIMP, blaSPM, blaKPC,
bla OXA-58, blaOXA-24/40, blaOXA-48, blaOXA-143, blaCTXM, blaPER, blaSHV y blaTEM.

La presencia de NDM (a diferencia de las OXAs y otras MBLs como IMP) confiere un alto nivel de
resistencia a sulbactam (CIM = 64 mg/L o halo equivalente de 6 mm), lo cual afecta a una de las
principales opciones terapéuticas propuestas recientemente por la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (IDSA). Por otra parte, en aislados de A. baumannii productores de
carbapenemasas diferentes a NDM, la capacidad de distinguir entre aislados intermedios (CIM 8
mg/L) y con moderada resistencia (CIM 16-32 mg/L) a sulbactam podria resultar especialmente
valiosa para ajustar las dosis de manera acorde al nivel de resistencia del aislado.

La busqueda de carbapenemasas del tipo MBL en A. baumannii es un punto importante en el
diagnéstico del laboratorio, debido a su aumento exponencial en los ultimos cinco afos, y la

oportunidad de contener su diseminacidon. La implementacidn de la sinergia con EDTA y los métodos

colorimétricos Blue Carba test o Carba-NP (leidos entre 30 y 60 minutos) son una herramienta
importante para diferenciar los productores de MBL de los productores de carbapenemasas del tipo
OXA (que por lo general dan resultados positivos a partir de los 60 minutos). En los aislamientos con
alto nivel de resistencia a carbapenemes, como el caso de la Cepa 1, puede ocurrir que la sinergia
con EDTA no se observe en el antibiograma inicial. El alto nivel de resistencia a AMS (zona de
inhibicion 6mm) permitiria sospechar la presencia de una carbapenemasa distinta de OXA en A.
baumannii. En esos casos, es recomendable repetir la sinergia carbapenemes-EDTA ajustando la
distancia entre los discos (Figura 1). La coproduccion de carbapenemasas de tipo OXA en un aislado

con NDM también podria interferir en la prueba de sinergia con EDTA, provocando un falso negativo.

Figura 1. Sinergia carbapenemes-EDTA (distancia ajustada)
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Resumiendo, podemos sospechar de MBL en Acinetobacter baumannii cuando se observe:
- Sinergia carbapenemes-EDTA positiva.

- Alto nivel de resistencia a AMS (06mm, >32ug/ml).
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- Método colorimétrico positivo dentro de los 60 minutos de incubacién.
- Se recomienda preferentemente, realizar al menos dos de estas metodologias para mejorar

la capacidad diagndstica en caso de aislado co-productores de NDM+0OXA-23.
Respecto al “Mecanismo de resistencia inferido”, la respuesta que se considerd totalmente correcta
es “CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR EDTA (MBL)”, la cual fue reportada por 350/409 laboratorios

(85,6%) (Tabla 1.c).

Tabla 1.c. Cepa 1: Respuestas de los laboratorios segiin el Mecanismo de Resistencia Inferido

Mecanismo de resistencia inferido: Respuestas de los participantes (N:409)

Numero %
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR EDTA (MBL) 350 85,6
CARBAPENEMASA tipo OXA 30 7,3
NO APLICA 7 1,7
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR EDTA (MBL) + R a COL 5 1,2
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR APB (KPC) + CARBAPENEMASA 5 12
INHIBIBLE POR EDTA (MBL) ’
RESISTENCIA NO ENZIMATICA A CARBAPENEMES 4 1
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR APB (KPC, otras) 3 0,7
BLEE+ IMPERMEABILIDAD 2 0,5
AMPC+ IMPERMEABILIDAD 1 0,2
Otros (MLSb CONSTITUTIVO, MLSb INDUCIBLE) 2 0,5

Analisis de concordancia entre los laboratorios participantes y el LNR

Concordancia _en la interpretacion de las pruebas de sensibilidad: La Tabla 1.d muestra la

concordancia en la interpretacion de las pruebas de sensibilidad (categorizacién del aislamiento
S/I/R). Estos valores se calcularon teniendo en cuenta Unicamente aquellas respuestas que
presentaron categorias posibles para cada antibidtico. No se consideraron, para los calculos, las
respuestas que incluian categorias no aplicables a determinados antibidticos, como apto para
tratamiento (APT), no apto para tratamiento (NAP), no sensible (NS) o sensible dosis dependiente

(SDD) para aquellos ATBs en los que no corresponde esta categoria.
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Se obtuvieron resultados excelentes de concordancia en la interpretacidon (290%) para todos los
antibidticos evaluados: ampicilina/sulbactam, imipenem, meropenem, amicacina y colistin. En el caso
de minociclina, si bien la Cepa 1 es sensible a este antimicrobiano, presenta una sensibilidad
borderline; por este motivo, en esta instancia se consideraron como correctos tanto los resultados

“sensible” como “intermedio”, por lo que la concordancia para este antibidtico fue del 85,1%.

Tabla 1.d. Cepa 1. Concordancia en la interpretacion de las pruebas de sensibilidad

Antibidtico Ne > >0 I )
respuestas N© % Ne o

Ampicilina/sulbactam 415 1 0,2 397 95,7
Imipenem 422 0 0,0 421 99,8
Meropenem 410 1 0,2 408 99,5
Amicacina 419 412 98,3 - - 2 0,5 5 1,2
Minociclina 409 199 48,7 - - 149 36,4 61 14,9
Colistin 393 370 94,1 - - 12* 3,1 11 2,8

*Método de predifusion de colistin con tabletas

Respecto a colistin, se obtuvieron 2,9 % de errores graves (falsa resistencia). Desde el LNR
continuamos recomendando la normativa EUCAST para la interpretacion de colistin. Los puntos de
corte de EUCAST para colistin son: para Enterobacterales y Acinetobacter spp: Sensible <2ug/ml,
Resistente >4ug/ml, y para el caso de Pseudomonas aeruginosa: Sensible <4ug/ml, Resistente
>8ug/ml. Es importante resaltar que el informe de los polipéptidos debe ir acompafiado de una nota
donde se indique: “Colistin no debe ser utilizado como monoterapia excepto en casos de infeccion del
tracto urinario no complicada. Para infecciones sistémicas se recomienda tratamiento combinado. Por
otra parte, si se tratara de una infeccidn respiratoria habria que tener en consideracion que el uso de
colistin es controvertido y podria no ser eficaz, por lo que esta droga no esta recomendada para el
tratamiento de neumonia ya que su actividad en el liquido de revestimiento epitelial pulmonar es
subdptima y, por lo general, no produce una eliminacidn bacteriana adecuada en pulmén” (Pogue J.
M. et al. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2020 64(2):e01495-19.). Segun las ultimas

recomendaciones de IDSA, los agentes polipeptidicos (preferentemente polimixina B) podrian
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considerarse en combinacién con al menos otro agente para el tratamiento de las infecciones por A.

baumannii resistente a carbapenemes, preferentemente sulbactam.

Concordancia en los halos de inhibicion

Teniendo en cuenta los Rangos de Referencia del método de difusidn obtenidos por el LNR, la
concordancia obtenida fue mayor a 90% para imipenem, meropenem y amicacina; 88,6% para

ampicilina/sulbactam; y el menor % de concordancia se obtuvo con minociclina (Tabla 1.e)

Tabla 1.e. Cepa 1. Rangos de Referencia y concordancia de las zonas de inhibicion entre los

laboratorios participantes y el LNR

. Rango de referencia Concordancia con el Rango de
Antibidtico .
(mm) Referencia (%)

Ampicilina/sulbactam 6-6 88,6
Imipenem 6-6 92,3
Meropenem 6-6 97,8
Amicacina 18-25 92,9
Minociclina 18-25 78,2

En resumen, en la Tabla 1.f se muestran los resultados de concordancia globales entre los

laboratorios participantes y el LNR para la Cepa 1.

Tabla 1.f. Cepa 1: Concordancia global entre los laboratorios participantes y el LNR

Parametro Evaluado Concordancia Global (%)
Identificacion bioquimica 71,5
Interpretacion de pruebas de sensibilidad 95,9
Mecanismo de resistencia inferido 85,6
Halos de inhibicion 89,2
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Cepa N22: Klebsiella pneumoniae

La Cepa N92 de esta encuesta correspondia a una K. pneumoniae aislada de una muestra de absceso
hepatico, tomada por puncidn aspiracién, con multiples focos metastdsicos. Cuatrocientos veintisiete

laboratorios de 461 (92,6%) enviaron respuesta para este aislamiento.

El 98,4% de los participantes (420 laboratorios) contestaron correctamente la identificaciéon de
género y especie: Klebsiella pneumoniae. Cinco laboratorios participantes informaron género
correcto (sin especie), uno informé género correcto pero especie incorrecta (K. oxytoca) y un

laboratorio informd género incorrecto (Acinetobacter sp.) (Tabla 2a).

Tabla 2a. Cepa 2: Concordancia en la Identificacidon bioquimica.

Respuestas de los participantes (N:427)

Identificacion Numero %
Klebsiella pneumoniae 420 98,4
Klebsiella sp. 5 1,2
Klebsiella oxytoca 1 0,2
Acinetobacter sp. 1 0,2

Con respecto al perfil de sensibilidad a los antimicrobianos, esta cepa presentaba el fenotipo de

resistencia esperado tipico de la especie o fenotipo salvaje.

En la Tabla 2b se muestra el perfil de sensibilidad obtenido por el Laboratorio Nacional de Referencia
(LNR) y los resultados de interpretacion considerados como validos para los antimicrobianos

requeridos en la encuesta.

Tabla 2b. Cepa2: Resultados de sensibilidad con distintas metodologias obtenidos en el LNR.

L Vitek Phoenix | Microdilucion Método
i Difusién M50 (Sensititre) Epsilométrico i
Antibidtico discos 2C Interpretacion
(ng/ml)
(mm) (ng/mi) (ng/ml)
(ng/ml)
Cefotaxima 31 <0,25 | <1(CRO) <1 ND S
Piperacilina/
26 <4 <4 <8 1 S
Tazobactam
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Ertapenem 31 ND <0,25 <1 ND S

Ciprofloxacina 32 <0,06 <0,12 <0,06 ND S
Amikacina 24 <1 <8 <1 ND S
Tigeciclina 21 <0,5 4% <0,5 0,5 S

ND: no determinado
*Confirmar con otra metodologia
El 97,9% (341/348) de los laboratorios informaron NO APLICA como mecanismo de resistencia

inferido, la cual fue la opcidn considerada como correcta por el LNR (Tabla 2c).

Tabla 2c. Cepa 2: Respuestas de los laboratorios segin el Mecanismo de Resistencia Inferido

Mecanismo de resistencia inferido: Respuestas de los participantes (N:348)

Identificacion

NO APLICA 341 97,9
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR APB (KPC, otras) 3 0,9
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR EDTA (MBL) 1 0,3
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR APB (KPCY otras) + BLEE 1 0,3
CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR APB (KPC) + CARBAPENEMASA 1 0,3

INHIBIBLE POR EDTA (MBL)

CARBAPENEMASA INHIBIBLE POR APB (KPC, otras) R a 1 0,3
cefta/avibactam (Mut. de KPC)

Teniendo en cuenta el sitio de aislamiento y las caracteristicas de la patologia, el presente aislamiento

es sospechoso de pertenecer al patotipo hipervirulento de K. pneumoniae (hvKp).

K. pneumoniae suele ser un patdégeno oportunista, el cual causa principalmente infecciones
intrahospitalarias o asociadas al cuidado de la salud, en huéspedes con comorbilidades,
inmunodeprimidos o con una puerta de ingreso para la bacteria (p. ej., dispositivos intravasculares,
tubo endotraqueal o herida quirdrgica). Por el contrario, la mayoria de las infecciones por hvKp
reportadas son de adquisicidn en la comunidad. La capacidad para infectar a individuos sanos de
cualquier edad y la propension de los pacientes infectados a presentar multiples sitios de infeccidn
y/o desarrollar metéstasis, son caracteristicas altamente sugestivas de una infeccion por hvKp. El

absceso hepatico en ausencia de una patologia de las vias biliares es el sindrome clinico principal
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causado por hvKp, aunque puede causar infecciones en casi cualquier parte del organismo como

abscesos no hepaticos, neumonia, fascitis necrotizante, endoftalmitis y meningitis.

Un rasgo que inicialmente se considerd sensible y especifico para las cepas de hvKp fue el fenotipo
hipermucoviscoso, por lo que se utilizé la prueba de filancia (formacidn de un hilo viscoso de mas de
5 mm de longitud cuando se intenta levantar una colonia del agar con un ansa) para su
caracterizacién. Posteriormente, se propuso la deteccion por PCR de genes (cromosdmicos y
plasmidicos) relacionados a la hiperproduccidon de polisacaridos extracelulares responsables del
fenotipo hipermucoviscoso, tales como magA y rmpA. Actualmente, se ha demostrado que no todas
las cepas de hvKp son hipermucoviscosas y, por el contrario, algunas cepas de K. pneumoniae no

hipervirulentas presentan fenotipo hipermucoviscoso.

Algunos tipos capsulares, en particular K1 y K2, pero también K5, K20, K54 y K57, se asocian con el
sindrome de absceso hepatico pidgeno invasivo adquirido en la comunidad. En particular, el clon

hipervirulento del ST23, conocido como CC23 (K1), es uno de los mas implicados en este sindrome.

En cuanto a la sensibilidad a los antimicrobianos, las cepas hvKp generalmente no poseen
mecanismos de resistencia adquiridos. Aunque ya se han reportado cepas hvKp portadoras de BLEE
y/o carbapenemasas, la prevalencia de éstos y otros mecanismos de resistencia es menor que en K.
pneumoniae en general. Sin embargo, durante 2024, la OMS, OPS y ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control) han emitido documentos de analisis de situacion y de evaluacion de
riesgos ante el aumento del nimero de aislamientos y paises que reportaron cepas hvKp productoras

de carbapenemasas.

En Argentina, desde 2011, se han documentado casos de infecciones por hvKp. En su mayoria son
cepas pertenecientes al ST23, sin mecanismos de resistencia adquiridos, aunque ya existe un reporte

de hvKp ST 23 productor de carbapenemasa (b/aKPC) en nuestro pais.

Basados en el trabajo de Russo et al. (2018), el LNR diseiié dos PCR multiplex para la deteccién de 5
genes utilizados como biomarcadores para diferenciar las cepas hvKp de las de K. pneumoniae no

hipervirulentas (https://antimicrobianos.com.ar/wp-content/uploads/2024/10/Deteccion-

Multiplex-hvKPN-1.pdf). La Cepa 2 de esta encuesta es positiva para los 5 genes (iucA, iroB, peg344,

rmpAy rmpA2), por lo cual puede ser utilizada como control positivo de estas PCR multiplex.

Andlisis de concordancia entre los laboratorios participantes y el LNR.

Concordancia en la Interpretacion de las pruebas de Sensibilidad.
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Respecto a la concordancia en la interpretacién (categorizacién del aislamiento S/I/SDD/R), se
obtuvieron resultados excelentes para todos los antibiéticos ensayados con valores >96% para
cefotaxima, ertapenem, ciprofloxacina y amicacina, 90,5% piperacilina/tazobactam y 86,7% para

tigeciclina (Tabla 2d).

Con respecto a piperacilina/tazobactam, 9 laboratorios (2,1%) informaron la categoria Intermedio (I).
Cabe aclarar que, en 2022, CLSI modifico los puntos de corte de difusion y CIM para este antibidtico
en Enterobacterales, eliminando la categoria | y agregando la categoria Sensible Dosis Dependiente
(SDD). Por otro lado, de estos 9 laboratorios, 2 obtuvieron valores de halo de inhibicidon que deberian

haberse informado como Resistente (19 mm) y uno como Sensible (25mm).

Tabla 2d. Cepa 2. Concordancia en la interpretacién de las pruebas de sensibilidad

N2 S | SbD R
Antibidtico respuesta

s Ne % N2 | % N2 % Ne %
Cefotaxima 426 422 | 99,1 0 0 - - 4 0,9
Piperacilina/Tazobactam 422 382 | 90,5 3 0,7
Ertapenem 418 412 98,6 5 1,2
Ciprofloxacina 427 413 96,8 7 1,6
Amicacina 426 415 97,4 3 0,7
Tigeciclina 397 344 86,7 17 4,3

[ Resultado correcto
] Errores menores
[ | Erroresgraves

[ Errores muy graves

Otros errores en la categorizaciéon de los aislamientos fueron: para amicacina, 3 laboratorios

informaron APT (apto tratamiento combinado) y para tigeciclina, 3 laboratorios informaron SDD), 1
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laboratorio NS (no sensible) y 1 laboratorio APT, categorias que no corresponden para estos

antibidticos.

Con respecto a tigeciclina, desde el LNR sugerimos informar en funcién del germen aislado. En este
caso se deberian utilizar los puntos de corte “Otras Enterobacterias y Acinetobacter spp.” (distintas

de E. coli, C. koseri y tribu Proteeae)

- Altas dosis: Dosis de carga 200mg + dosis de mantenimiento de 100mg/12hs
CIMS<1pg/ml,R22pg/ml.

DISCO S 221 mm, I* 20-18 mm, R < 17 mm (Pasteran y cols. JIDC.2012)

*Aislamientos con zonas de inhibicion entre 18-20mm requieren un método de CIM para su correcta

categorizacion.

Se recomienda utilizar estas dosificaciones en caso de infecciones por aislamientos MDR, como los
productores de carbapenemasas. No se dispone de puntos de corte de CIM o difusién para otros

regimenes de dosificacidon.

Es importante recordar que cuando se utilizan los equipos automatizados Vitek2C o Phoenix para
evaluar Tigeciclina, se puede obtener falsa resistencia (errores mayores). En esos casos se

recomienda no reportar la resistencia y evaluar tigeciclina con otra metodologia.

Concordancia en los halos de inhibicion

Teniendo en cuenta los Rangos de Referencia obtenidos por el LNR, la concordancia obtenida fue
excelente para amicacina y tigeciclina (>90%) y muy buena para ciprofloxacina, cefotaxima vy

piperacilina/tazobactam (Tabla 2e).

Tabla 2e. Cepa 2. Rangos de Referencia y concordancia de las zonas de inhibicion entre los

laboratorios participantes y el LNR.

Rango de Concordancia con el Rango
Antibidtico
referencia (mm) de Referencia (%)
Cefotaxima 28-36 86,7
Piperacilina/Tazobactam 23-29 85,8
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Ertapenem 28-35 72,5
Ciprofloxacina 27-36 88,5
Amicacina 20-26 93,6
Tigeciclina 18-24 90,9

Para ertapenem, en donde la concordancia fue de 72,5%, la mayoria de los laboratorios que no
obtuvieron halos dentro del rango establecido por el LNR, lo hicieron por debajo del mismo (25,9%).
Cuando se analizaron las marcas de los discos y el agar MH utilizados por los laboratorios que
informaron halos de ertapenem por debajo del rango, no se encontré asociacion entre la marca de

discos y/o agar MH.

En resumen, en la Tabla 2f se muestran los resultados de concordancia globales entre los laboratorios

participantes y el LNR.

Tabla 2f. Cepa 2: Concordancia global entre los laboratorios participantes y el LNR

Parametro Evaluado Concordancia Global (%)
Identificacion bioquimica 98,4
Interpretacion de pruebas de sensibilidad 94,9
Mecanismo de resistencia inferido 97,9

Halos de inhibicidn 86
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Cepa N23: Staphylococcus aureus

La Cepa N2 3 de esta encuesta correspondia a Staphylococcus aureus meticilino sensible del complejo

clonal 398 (CC398) aislado de liquido de puncién de un paciente con un absceso vertebral.

S. aureus sigue siendo una de las principales causas de infecciones a nivel mundial, tanto S. aureus

resistente a meticilina (MRSA) como S. aureus sensible a meticilina (MSSA).

Debido a la ubicuidad de este microorganismo y su interés, tanto como patdégeno comensal como
oportunista, es importante conocer su estructura poblacional en los distintos entornos para descifrar

la evolucidn de este microorganismo y los factores que podrian impulsarla.

S. aureus CC398 es un linaje altamente transmisible, diseminado mundialmente, que coloniza e
infecta animales y humanos. Estudios gendmicos de este linaje expandido en la interfaz humano-
animal sugieren que a partir de MSSA-CC398 se origind el MRSA-CC398 en humanos. Esta poblacion
ancestral de MSSA-CC398 portaba el fago ¢3 con el cluster de evasidén inmunitaria IEC, que codifica
diversas proteinas inmunomoduladoras especificas de los humanos, que desempefian un papel

crucial en la adaptacion al hospedador y la invasividad de las infecciones.

Cuando el MSSA-CC398 se adaptd a los porcinos, el fago ¢3 fue eliminado del genoma de S. aureus.
Este salto de humanos a cerdos estuvo acompafiado de cambios gendmicos adicionales, como la
adquisicion de Tn916 que alberga el gen tet(M) codificante de resistencia a tetraciclina y el SCCmec
con el gen mecA de resistencia a meticilina, probablemente debido al uso de antimicrobianos en la

produccién animal (Price LB, 2012).

Estos dos clados filogenéticos LA-MRSA (MRSA asociado a ganado) y HA-MSSA (MSSA asociado a
humanos), presentan diferencias gendmicas, principalmente asociadas a la adquisicion y pérdida de
elementos genéticos maviles, relacionados con la adaptacion al hospedador, resistencia antibidtica
y virulencia. La mayoria de los aislados del linaje HA-ST398-MSSA diseminado a nivel global se
caracterizan por presentar resistencia a macrélidos, spa types t571 o t1451 y por la presencia del

cluster IEC.

En Argentina, el linaje altamente transmisible MSSA-CC398-t1451-ermT*-IEC*-pvl" comenzd a
diseminarse entre 2009 y 2015, conduciendo a un aumento de resistencia a macrélidos en
infecciones por MSSA observado principalmente en adultos (Barcudi D, 2024). En la regién de
Latinoamérica MSSA-CC398 representa el linaje mas prevalente de MSSA (Di Gregorio S, 2023). La
Cepa N23-Encuesta N262, corresponde a un MSSA-CC398.
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En la presente encuesta 427/461 laboratorios (92,6%) enviaron respuesta para este aislamiento.

El 98,6% de los participantes respondieron correctamente la identificacion de género y especie:
Staphylococcus aureus (Tabla 3.a). Seis participantes informaron género correcto y especie

incorrecta: S. intermedius (3), S. pseudintermedius (1), S. epidermidis (1), S. schleiferi ss. schleiferi (1).

Tabla 3.a. Cepa 3. Identificacidn bacteriana: Respuestas de los participantes (N=427)

Identificacion Numero %
Género y especie correcto 421 98,6
Género correcto y especie incorrecta 6 1,4
Género incorrecto - -

La Cepa 3 presentaba sensibilidad a cefoxitina, minociclina, linezolid y vancomicina, y Resistencia a

eritromicina y clindamicina con fenotipo MLSg inducible mediado por el gen ermT. Se observéd

correlacién total entre el fenotipo de resistencia y los genes detectados. En la Tabla 3.b se detallan

los valores de las pruebas de sensibilidad por las diferentes metodologias ensayadas.

Tabla 3.b. Cepa 3. Resultados de las pruebas de sensibilidad seguin las distintas metodologias
disponibles (CIMs en ug/ml)

Halo Vitek 2C Phoenix Sensititre | Tira Interpretacion
(mm) | (N663) M50 gradiente
Cefoxitina 26 Negativo 2 Negativo | -- Oxacilina sensible
Eritromicina | 06 >8 >4 >4 - Resistente
Clindamicina | 26 0,25 <0.5 <0.5 -- Resistente
D-test - Positivo Positivo Positivo - MLSs inducible
Minociclina 31 - <1 <4 - Sensible
Linezolid 30 2 2 2 - Sensible
Vancomicina | -- <0,5 1 1 0,75 Sensible

Concordancia en la categoria de interpretacion.

La sensibilidad a cefoxitina (FOX) fue ensayada por 413 participantes y respondida correctamente
como sensible a oxacilina por 402 (97,3%). Un laboratorio informé FOX “S”. Cinco de los 10
laboratorios que informaron resistente, obtuvieron halos de inhibicion de FOX menores a 21 mm,
categorizando erréneamente la cepa como OXA R. Los resultados de la categoria de interpretacion a

los antibidticos ensayados se muestran en la Tabla 3c.
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Tabla 3c. Cepa 3. Resultados de la categoria de interpretacion

Antibidtico N2 de Resistente Intermedio Sensible
respuestas N % N % N %
Cefoxitina 413 10 2,4 - - 403 | 97,6
Eritromicina 422 421 | 99,8 1 0,2 - -
Clindamicina 422 415 | 98,1 1 0,2 6 1,4
Minociclina 413 2 0,5 - - 411 | 99,5
Linezolid 396 4 1,0 2 0,5 390 | 98,5
Vancomicina 387 4 1,0 381 | 98,4

Resultado correcto
[ Errores menores

[ Errores graves

[ Errores muy graves

Concordancia en el mecanismo de resistencia inferido

En cuanto al mecanismo de resistencia inferido, la respuesta correcta fue “MLSg INDUCIBLE”,

reportada por 392/419 (93,5%) participantes (Tabla 3.d)

Tabla 3.d. Cepa 3. Mecanismo de resistencia inferido: respuestas de los participantes (N: 419)

Mecanismo de resistencia inferido Numero %

MLSg INDUCIBLE 392 93,5
METICILINO RESISTENCIA + MLSg INDUCIBLE 15 3,5
MLSg CONSTITUTIVO 4 1

METICILINO RESISTENCIA 2 0,5
EFLUJO DE MACROLIDOS 2 0,5
LINCOSAMINOADENILASA (FENOTIPO "L") 2 0,5
NO APLICA 2 0,5

Si se considera la respuesta de los 15 laboratorios que informaron “METICILINO RESISTENCIA + MLSg
INDUCIBLE” en lo que respecta al mecanismo de resistencia de macrdlidos, se puede observar que

407 (97,1%) laboratorios reportaron correctamente este mecanismo.
Concordancia con el diametro de los halos de inhibicion

En la Tabla 3.e se muestran los rangos de referencia establecidos para el método de difusion y el

porcentaje de concordancia con el Rango de Referencia para los antibioticos evaluados.
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Tabla 3.e. Cepa 3. Concordancia de los halos de inhibicién con los Rangos de Referencia establecidos
por el LNR

Antibidtico Rango de Referencia (mm) Concordancia

N %
Cefoxitina 23-30 341/359 95,0%
Eritromicina 06-06 221/284 77,8%
Clindamicina 20-31 251/273 91,9%
Minociclina 25-35 309/363 85,1%
Linezolid 26-35 210/245 85,7%

La concordancia con los Rangos de Referencia para las drogas evaluadas fue >85%, excepto para
eritromicina, que fue de 77,8%, dado que 63/284 laboratorios informaron halos de inhibicion

superiores al rango establecido por el LNR.
Resumen de resultados Cepa 3

Concordancia global entre los laboratorios participantes y el LNR

Parametro Evaluado Concordancia Global (%)
Identificacion bioquimica 98,6%
Interpretacion de pruebas de sensibilidad 98,6%
Halos de inhibicién 87,4%
Inferencia de mecanismo de resistencia 93,6 %

Referencias:

Price LB, Stegger M, Hasman H, Aziz M, Larsen J, Andersen PS, et al. Staphylococcus aureus CC398:
host adaptation and emergence of methicillin resistance in livestock. mBio. 2012 Feb
1;3(1):e00305-11. https://doi.org/10.1128/mBio.00305-11

Barcudi D, Blasko E, Gonzalez MJ, Gagetti P, Lamberghini R, Garnero A, et al. Different evolution of S.
aureus methicillin-resistant and methicillin susceptible infections, Argentina. Heliyon 10 (2024)
€22610, https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e22610

Di Gregorio S, Vielma J, Haim MS, Rago L, Campos J, Kekre M, et al. Genomic epidemiology of
Staphylococcus aureus isolated from bloodstream infections in South America during 2019 supports
regional surveillance. Microb Genom. 2023 May;9(5):mgen001020.
https://doi.org/10.1099/mgen.0.001020
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Cepa N24. Ralstonia insidiosa

La cepa N24 de la Encuesta 62 correspondié a Ralstonia insidiosa aislada de hemocultivo de un
paciente en hemodidlisis con bacteriemia asociada a catéter. El 87,8 % de los laboratorios que
respondieron la Encuesta N262, informo la identificacion para este aislamiento (375/427).

Debido a que no hay marcadores fenotipicos concluyentes para la diferenciacién inequivoca de las

especies del género Ralstonia, el LNR acepté como valida la identificacidon correcta de género y

especie: Ralstonia insidiosa y la identificacién: R. pickettii y Ralstonia sp, obteniéndose una

concordancia de 85% (319/375). (Tabla 4.a).
Ver Anexo 4-A: “Ralstonia insidiosa”. Dra. Mdnica Prieto. Servicio Bacteriologia Especial. INEI-ANLIS.

“Dr. Carlos G. Malbran”.

Tabla 4.a. Cepa 4. Identificacion bacteriana: Respuestas de los participantes (N=375)

Identificacion: Respuestas de los participantes (N:375)

Numero %
Ralstonia insidiosa 163 43,4
Ralstonia sp. 83 22,1
Ralstonia pickettii 73 19,4
Burkholderia cepacia 10 2,7
Burkholderia sp 8 2,1
Non-fermenting gram negative rods 7 1,9
Otros: B. gladioli, S. maltophilia, Pseudomonas-like sp, 31 8,2
Achromobacter sp, A. faecalis, Pseudomonas sp,
Brevundimonas vesicularis, B. pickettii, C. testosteroni,
O. ureolyticus, S. multivorum, Alcaligenes sp,
Chryseobacterium sp, Flavobacterium sp y otros.

El manejo de infecciones causadas por Ralstonia spp. es un desafio ya que las especies de este género
generalmente presentan multirresistencia a los antibidticos (M. P. Ryan y col. 2014). Ralstonia spp
suele presentar resistencia a aminoglucésidos debido a la presencia de enzimas inactivantes y
resistencia intrinseca a colistin (2). Los niveles de alta resistencia a antibidticos B-lactamicos se
atribuyen generalmente a la presencia de B-lactamasas tipo OXA (Fang y col. 2019). Producen la B-
lactamasa cromosdmica de clase D, OXA-22, activa sobre bencilpenicilinas, cloxacilina y algunas

cefalosporinas, y ademads son capaces de producir la B-lactamasa cromosdmica OXA-60 que hidroliza
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imipenem. Recientemente, Alnimr y col reportaron la presencia de OXA-48 entre aislamientos
clinicos de Ralstonia spp provenientes de bacteriemia durante la pandemia de COVID-19 (A. Alnimr
y col. 2023). Conservan sensibilidad a trimetoprima/sulfametoxazol (TMS), ciprofloxacina y
tigeciclina, considerandose trimetoprima/sulfametoxazol y ciprofloxacina, las mejores opciones de

tratamiento (S. Steyaert y col.2024) (Fluit ACy col. 2021).
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ANEXO 4-A
Ralstonia insidiosa

Dra. Monica Prieto

Servicio Bacteriologia Especial. INEI-ANLIS. “Dr. Carlos G. Malbran”

Introduccion

Ralstonia insidiosa es una bacteria Gram-negativa, aerdbica y no fermentadora de glucosa. Pertenece
a la familia Burkholderiaceae (clase Betaproteobacteria). Fue descrita por primera vez en 2003 como
una especie separada de Ralstonia pickettii, con la que comparte similitudes genéticas y ecoldgicas.
Su nombre “insidiosa” refleja su capacidad para persistir de manera sutil en entornos acuosos, donde

actla como un microorganismo ambiental oportunista. R. insidiosa es relevante en contextos clinicos
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humanos, también se encuentra en sistemas de agua potable, instalaciones de procesamiento de

alimentos y entornos hospitalarios.

Patogenicidad y relevancia clinica

Aunque de baja virulencia, R. insidiosa es un patdégeno emergente en entornos nosocomiales,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos (cancer, fibrosis quistica, neonatos o bajo
ventilacién mecdnica). Causa infecciones oportunistas graves debido a su resistencia a desinfectantes
y antibidticos. La incidencia ha aumentado gracias a mejores métodos de identificacién (MALDI-TOF
y secuenciacién), pasando de contaminante ambiental a patégeno reconocido.

Se han documentado diversas infecciones asociadas, entre ellas bacteriemias vinculadas a brotes por
jeringas heparinizadas contaminadas o catéteres venosos centrales, como los informados en Japdn e
Italia en 2022. También se notificaron casos esporadicos de neumonia, meningitis, endocarditis,
peritonitis, osteomielitis y sepsis neonatal. En un brote pedidtrico ocurrido en Bolivia (2023—-2024) se
registraron infecciones en unidades de cuidados intensivos, con una mortalidad variable del 38 al

61% en pacientes con comorbilidades.

Caracteristicas microbioldgicas clave

Morfologia vy fisiologia: Bacilos, mdviles (por flagelos polares), oxidasa-positiva y catalasa-positiva.

Crece bien en medios selectivos para Burkholderiay resiste condiciones oligotroficas (bajos

nutrientes), lo que le permite sobrevivir en agua purificada o desinfectantes diluidos.

Identificacidon: Su identificacion requiere un conjunto amplio de pruebas bioquimicas, la
amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR o el uso de espectrometria de masas MALDI-TOF. Los
sistemas fenotipicos comerciales, como Vitek 2C, suelen confundirla con R. pickettii. En cambio, la
espectrometria de masas MALDI-TOF, tanto en la plataforma Biotyper (Bruker) como en Vitek MS
(bioMerieux), incluye esta especie en sus bases de datos. Cuando se cumplen los criterios de
identificacion establecidos por el fabricante, el resultado puede informarse de manera confiable a

nivel de género y especie.

El perfil fenotipico orientativo del género Ralstonia se caracteriza por bacilos Gram-negativos no
fermentadores, moéviles, oxidasa y ureasa positivos, no pigmentados ni fluorescentes, y resistentes a
colistin. Estas bacterias no decarboxilan la lisina ni hidrolizan la arginina.

Para la identificacion diferencial frente al complejo Burkholderia cepacia (BCC), los marcadores mas
utiles incluyen la incapacidad de Ralstonia de decarboxilar lisina y su negatividad en la prueba ONPG,

a diferencia del BCC, que si muestra estas caracteristicas.
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En el Cuadro 1 se detallan los marcadores fenotipicos Utiles para diferenciar el género Ralstonia de

otros géneros fenotipicamente similares.

Cuadro 1. Marcadores fenotipicos clave para la identificacién del género Ralstoniay su diferenciacidon

de géneros fenotipicamente similares.

Reduccion | Gas de | Hidrolis OF OF OF OF oF
. . s
IMovilidad de nitrato nitrato Urea ) Doxilosa LDC
esculina manitol lactosa sacarosa maltosa

Achromobacter

+ + \% - - - + - - -
xylosoxidans (1)
Complejo  Burkholderiafj+ Vv - v - Vv Vv \ Vv \ +
cepacia
Pandoraea spp. + Vv - - v - - - - _
Ralstonia insidiosa + \Y - - + - Vv - - i
Ralstonia mannitolytica J+ - - - + + + + - n
Ralstonia pickettii + + + - + - + v - v

(1) Algunos aislados pueden presentar resistencia al colistin

Aquellos laboratorios que emplean pruebas bioquimicas manuales o galerias miniaturizadas pueden

apoyarse en los algoritmos disponibles en el sitio https://www.tgw1916.net/bacteria_abis.html. Este

recurso, desarrollado por Sorescu y colaboradores, mantiene una base de datos actualizada que
incluye especies bacterianas de relevancia clinica, asi como especies de interés ambiental y animal.
En la Figura 1 se presenta el resultado obtenido mediante este algoritmo en linea, utilizando
Unicamente las siguientes pruebas bioquimicas: movilidad (+), hemdlisis (=), pigmentos fluorescentes
(-), otros pigmentos (—), crecimiento en agar MacConkey (+), ADH (-), LDC (=), produccién de acido
sulfhidrico en TSI (=), indol (=), ONPG (-), ureasa (+) y oxidasa (+).

Si bien la identificacion a nivel de especie no resultd correcta, es destacable cdmo, con un ndmero
limitado de pruebas bioquimicas, el sistema logra orientar adecuadamente hacia el género e incluso

diferenciarlo de otros géneros resistentes a colistin.
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https://www.tgw1916.net/bacteria_abis.html

Figura 1. Ejemplo de identificacidén orientativa con el algoritmo ABIS online utilizando pruebas

bioquimicas basicas

BIOCHEMICAL IDENTIFICATION - RESULTS

» © 1. Ralstonia mannitolytica
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