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RESUMEN

En este documento se dan a conocer una serie de recomendaciones para el ensayo, la lectura, la interpretacion y
el informe de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos para los bacilos gram negativos no fermentadores
(BGNNF) que se aislan en humanos. Se adoptaron como base las recomendaciones internacionales, las de la Sub-
comision de Antimicrobianos de la Sociedad Argentina de Bacteriologia, Micologia y Parasitologia Clinicas y las de
un grupo de expertos invitados. Se incluye, ademas, la nomenclatura actualizada de los BGNNF y la descripcion de
algunas de sus caracteristicas individuales, de sus resistencias naturales o habituales a los antimicrobianos de uso
clinico y de los mecanismos responsables de tales resistencias. También se indican los agentes antimicrobianos que
se deberian ensayar frente a las distintas especies, con la especificacion de cudles deberian ser informados, y su
ubicacion estratégica en las placas de cultivo para poder detectar los mecanismos de resistencia mas frecuentes y
relevantes. Por ultimo, se detallan los métodos de deteccion y de confirmacion fenotipica de la presencia de B-lac-
tamasas emergentes en Argentina, como las carbapenemasas clases Ay B.
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ABSTRACT

Antimicrobial susceptibility testing in clinically relevant non-fermenting gram-negative bacilli: recommenda-
tions from the Antimicrobial Agents Subcommittee of the Sociedad Argentina de Bacteriologia, Micologia y
Parasitologia Clinicas, Asociacion Argentina de Microbiologia. This document contains the recommendations
for antimicrobial susceptibility testing of the clinically relevant non-fermenting gram-negative bacilli (NFGNB), adopted
after conforming those from international committees to the experience of the Antimicrobial Agents Subcommittee
members and invited experts. This document includes an update on NFGNB classification and description, as well
as some specific descriptions regarding natural or frequent antimicrobial resistance and a brief account of associated
resistance mechanisms. These recommendations not only suggest the antimicrobial drugs to be evaluated in each
case, but also provide an optimization of the disk diffusion layout and a selection of results to be reported. Finally, this
document also includes a summary of the different methodological approaches that may be used for detection and
confirmation of emerging B-lactamases, such as class A and B carbapenemases.

Key words: non-fermenting gram-negative bacilli, antimicrobial susceptibility testing, recommendations

INTRODUCCION encuentra en el suelo, el agua y las plantas. Aunque mas
de 120 especies de BGNNF han sido reconocidas como

Los bacilos gram negativos no fermentadores (BGN-  patégenos oportunistas, y Burkholderia pseudomallei,
NF) constituyen un grupo heterogéneo de microorganis-  Burkholderia mallei, Brucella spp. y Francisella spp.
mos que no fermentan los hidratos de carbono. Estdn  son siempre considerados patdgenos para el hombre,
ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya que se los las infecciones mas frecuentes son ocasionadas por un
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numero limitado de especies: Pseudomonas aeruginosa,
el complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus y
Stenotrophomonas maltophilia. Estas infecciones son
habitualmente adquiridas en el ambiente hospitalario.

Los métodos por difusion son adecuados para deter-
minar la sensibilidad a los antimicrobianos de P. aerugi-
nosa, Acinetobacter spp., S. maltophiliay B. cepacia. Sin
embargo, otros BGNNF requieren pruebas de sensibilidad
por dilucién (19). Los métodos epsilométricos resultan una
alternativa util para la determinacion de la sensibilidad,
especialmente por su sencillez. Sibien es posible recurrir
a los métodos automatizados, frente a pacientes criticos
es recomendable la determinacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) por dilucién.

El objetivo central de estas recomendaciones para
el ensayo, la lectura, la interpretaciéon y el informe de
las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos de los
BGNNF, elaboradas de manera acorde con las necesi-
dades de nuestro pais, es generar un instrumento Uutil
en la préactica microbiolégica diaria que oriente hacia el
mejor esquema terapéutico. Se adoptaron como base
las recomendaciones del Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) y del European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing (EUCAST), y la experiencia
de los miembros de la Subcomisidon de Antimicrobianos
de la Sociedad Argentina de Bacteriologia, Micologia y
Parasitologia Clinica (SADEBAC), division de la Asocia-
cion Argentina de Microbiologia (AAM), y de un grupo de
expertos invitados.

Se incluye una actualizacion de la nomenclatura de
BGNNF frecuentes en humanos y la descripcion individual
de sus resistencias naturales o habituales, asi como de
los mecanismos responsables de ellas. Se recomiendan
los agentes antimicrobianos que se deberian ensayar en
las distintas especies (con la expresa indicacion de cuales
deberian ser informados) y se sefiala cual debe ser su
ubicacion estratégica en las placas de cultivo para poder
detectar los mecanismos de resistencia mas frecuentes
y relevantes.

Por ultimo, se detallan los métodos de deteccion y de
confirmacion fenotipica de la presencia de B-lactamasas
emergentes o potencialmente emergentes, como las
carbapenemasas de clases Ay B.

ACTUALIZACION TAXONOMICA Y SINONIMIAS

Desde el punto de vista taxondmico, la clasificacion de
los BGNNF es extremadamente compleja. Estos microor-
ganismos pertenecen al dominio Bacteria (Eubacteria) y
dentro de este a dos phylum: Proteobacteriay Flavobacte-
ria. Tres son las clases (secciones) de Proteobacteria en
donde se encuentran los BGNNF de importancia clinica:
o-Proteobacteria, B-Proteobacteria y vy-Proteobacteria.
Asimismo, en el phylum Flavobacteria son dos las Clases
donde se encuentran géneros de BGNNF relevantes:
Flavobacteria 'y Sphingobacteria.
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Las especies que con mas frecuencia infectan al hom-
bre se hallan ubicadas entre las a-proteobacterias (familia
Pseudomonadaceae: P. aeruginosa, familia Moraxella-
ceae: Acinetobacter spp., familia Xanthomonadaceae:
S. maltophilia).

Si bien el desarrollo de métodos moleculares de carac-
terizacion ha resuelto muchisimos problemas taxonémi-
€os, aun existen algunos miembros de este grupo cuya
ubicacion no ha sido totalmente esclarecida.

En la Tabla 1 se mencionan algunas actualizaciones
en la nomenclatura de los BGNNF.

La taxonomia del género Acinetobacter ha sufrido
continuos cambios. Actualmente este género contiene 33
genomoespecies, de las cuales 21 han sido denominadas
y de ellas, solo 12 han sido recuperadas de especimenes
clinicos: Acinetobacter baumannii, Acinetobacter cal-
coaceticus, Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter
Johnsonii, Acinetobacter junii, Acinetobacter Iwoffii, Aci-
netobacter radioresistens, Acinetobacter ursingii, Acine-
tobacter schindleri, Acinetobacter parvus, Acinetobacter
beijerinckii y Acinetobacter gyllenbergii (www.bacterio.
cict.fr). Las genomoespecies 3, 13UT, 10 y 11 también
han sido recuperadas de muestras clinicas.

RESISTENCIAS NATURALES

Sibien se considera a todos los BGNNF resistentes a la
vancomicina, existen aislamientos de Chryseobacterium
gleum-indologenes, Elizabethkingia meningoseptica,
Weeksella virosa, Bergeyella zoohelcum, Sphingobac-
terium spp., Sphingomonas paucimobilis, Acinetobacter
Iwoffiiy Brevundimonas vesicularis que pueden ser inhi-
bidos por este antimicrobiano.

En la Tabla 2 se mencionan las resistencias natura-
les o habituales a los antimicrobianos en los BGNNF de
importancia clinica.

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa constituye un importante patégeno noso-
comial ya que ocupa el tercer lugar (11 %) en frecuencia
de aislamientos recuperados de pacientes hospitalizados
[Sistema Informatico de Resistencia (SIR) 2006-2007,
www.aam.org.ar]. La eleccion del tratamiento antimicro-
biano empirico adecuado resulta dificultosa dado que,
por un lado, P. aeruginosa es naturalmente resistente a
muchos antimicrobianos de uso clinico (Tabla 2), y por
otro, presenta una elevada capacidad de adquirir nue-
vOs mecanismos de resistencia que reducen aun mas
las posibilidades terapéuticas. La resistencia natural se
debe, en parte, a la baja permeabilidad de su membrana
externa y a la expresion natural de sistemas de eflujo
que extruyen antibidticos fuera de la célula. La expresion
natural de MexAB-OprM y MexXY-OprM contribuye a
la resistencia intrinseca observada en P. aeruginosa,
mientras que los niveles de expresion de MexCD-OprJ
y MexEF-OprN no resultan suficientes. Ademas, este
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Tabla 1. Nomenclatura actualizada de los BGNNF
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Nomenclatura actual

Nomenclatura/s previa/s

Complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus
(genomoespecies 1, 2, 3y 13)

Alcaligenes faecalis
Achromobacter xylosoxidans
Brevundimonas diminuta
Brevundimonas vesicularis

Complejo Burkholderia cepacia

Burkholderia pseudomallei
Chryseobacterium gleum-indologenes

Elizabethkingia meningoseptica

Delftia acidovorans
Myroides spp.

Ochrobactrum anthropi

Pseudomonas stutzeri
Shewanella putrefaciens/algae

Stenotrophomonas maltophilia

Acinetobacter calcoaceticus

Alcaligenes odorans

Alcaligenes xylosoxidans subsp. xylosoxidans
Pseudomonas diminuta

Pseudomonas vesicularis

Pseudomonas cepacia
Pseudomonas multivorans
Pseudomonas kingii

Pseudomonas pseudomallei
Flavobacterium IIb

Chryseobacterium meningosepticum
Flavobacterium meningosepticum

Comamonas acidovorans/Pseudomonas acidovorans
Flavobacterium odoratum

CDC Vd-1y Vvd-2

Achromobacter biotipo 1y 2

Achromobacter grupo A, C, D

CDC Vb-1
Pseudomonas putrefaciens/Alteromonas putrefaciens

Xanthomonas maltophilia/Pseudomonas maltophilia

microorganismo posee una B-lactamasa cromosémica
inducible de tipo AmpC que, combinada con los sistemas
anteriores, contribuye a la resistencia a los antibiéticos
B-lactémicos (47).

Dentro de los mecanismos de resistencia adquirida
pueden mencionarse la hiperproduccién de la enzima de
tipo AmpC; la reduccién de la permeabilidad de la mem-
brana externa por alteracién en la expresiéon de porinas;
la sobreexpresion de sistemas de eflujo; la adquisicién
de genes codificantes de pB-lactamasas de clase A, de
metaloenzimas de clase B, y de enzimas de tipo OXA de
clase Dy la produccion de enzimas modificadoras de los
aminoglucdsidos (88).

La presencia de B-lactamasas adquiridas es menos
frecuente que en enterobacterias. Dentro de las enzimas
de espectro ampliado (BLEA) son habituales las de tipo
PSE, y en menor medida, enzimas de tipo TEM y OXA.
Entre las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
descritas en P. aeruginosa se encuentran las enzimas
de tipo TEM, OXA, SHV, VEB, PER, GES y CTX-M (78,
88). En nuestro pais, se ha comunicado la presencia de
las enzimas GES-1y CTX-M-2 (5, 74, 79).

La sensibilidad a los carbapenemes se ve afectada
tanto por la inactivacion enzimatica como por alteraciones

en la accesibilidad (o extrusion) de la droga al espacio pe-
riplasmico, desde donde acceden a sus proteinas blanco.
La inactivaciéon enzimatica estéd mediada por la produccion
de carbapenemasas, las que pueden ser tanto serino-
enzimas como metalo-f-lactamasas (MBL). La alteracion
de la concentracion en el periplasma puede deberse al
déficit en la expresiéon de OprD o a la sobreexpresion de
los sistemas de eflujo de tipo MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN, MexXY-OprM (47).

La deteccién de aislamientos de bacilos gram nega-
tivos productores de carbapenemasas ha aumentado a
lo largo de los ultimos afios en todo el mundo (73). Las
enzimas mas frecuentemente detectadas son las de tipo
IMP y VIM, tanto en P. aeruginosa como en otros BGN-
NF, y comunmente se asocian a brotes intrahospitalarios
(96). En nuestro pais se ha comunicado el hallazgo de
aislamientos de P. aeruginosa productores de serino-
enzimas tipo KPC (64) y MBL tipo IMP, VIM y SPM-1
(17, 20, 61-63, 83).

Cabe destacar que es muy comun la presencia
conjunta de varios de los mecanismos de resistencia
mencionados, por lo que resulta dificil poder dilucidar
los mecanismos presentes sobre la base del fenotipo
observado en el antibiograma.
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Tabla 2. Resistencias habituales a los antimicrobianos en los BGNNF de importancia clinica

Especies

Resistencias habituales

Comentarios

Complejo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus

Penicilinas

Cefalosporinas de 1.3, 2.2y 3.2

generacion y cefamicinas

Aztreonam

Sulbactama (algunos aislamientos resultan
sensibles)

Aminoglucdsidos (no siempre)

Quinolonas

Tetraciclinas

Cloranfenicol

Frecuentemente multirresistentes

OXA-51 es intrinseca y marcadora de la
genomoespecie A. baumannii

El alto nivel de resistencia a carbapenemes
se debe principalmente a la produccién de
enzimas tipo OXA

A. haemolyticus

Amicacina
Cefalosporinas de 1.2y 2.2
generacion y cefamicinas

Produce una acetiltransferasa (AAC 6°l) que
inactiva a amicacina y no a gentamicina

A. lwoffii

Cefalosporinas de 1.2y 2.2
generacion y cefamicinas

Frecuentemente sensible a multiples antimi-
crobianos, inclusive a vancomicina

Achromobacter xylosoxidans

Aminopenicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)
Cefalosporinas de 1.2y 2.2 generacion y
cefamicinas

Cefepima

Aztreonam

Aminoglucésidos

Fluoroquinolonas

Cloranfenicol

Produce una p-lactamasa cromosdémica
OXA 114

Alcaligenes faecalis

Aminopenicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)
Cefalosporinas de 1.2 y 2.2 generacion y
cefamicinas

Aztreonam

Aminoglucésidos

Fluoroquinolonas

Complejo Burkholderia cepacia

Aminopenicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)
Cefalosporinas 1.2y 2.2 generacioén y
cefamicinas

Imipenem

Aminoglucésidos

Polipéptidos

Cloranfenicol

Baja permeabilidad de la membrana externa.
Produce B-lactamasas de tipo PEN que hidro-
lizan cefalosporinas de 1.a 'y 2.a generacion,
que son especificas de la genomoespecie.
Produce PCM-1 (Clase D, tipo OXA), que
hidroliza con mas eficiencia a imipenem
que a meropenem, por lo cual presenta
sensibilidad variable a meropenem

Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomallei

Aminopenicilinas

Cefalosporinas de 1.2 y 2.2 generacion y
cefamicinas

Aminoglucdsidos (excepto kanamicina)
Polipéptidos

Chryseobacterium
gleum-indologenes

Aminopenicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)
Cefalosporinas de 1.2 y 2.2 generacion
Cefotaxima — ceftriaxona

Aztreonam

Carbapenemes

Aminoglucésidos

Polipéptidos

Cloranfenicol

La resistencia a las cefalosporinas se debe a la
presencia de una cefalosporinasa de clase A.
C. gleum produce una MBL del tipo CGB y
C. indologenes una MBL del tipo IND, estas
confieren resistencia a carbapenemes.
Sensibilidad a vancomicina variable.

continua
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Especies Resistencias habituales Comentarios
Elizabethkingia Aminopenicilinas (con inhibidores de La resistencia a cefalosporinas se debe a la

meningoseptica

B-lactamasas y sin ellos)

Piperacilina

Cefalosporinas 1.a, 2.a, 3.a y 4.a genera-
cion y cefamicinas

Aztreonam

Carbapenemes

Aminoglucésidos

Polipéptidos

presencia de BLEE del tipo CME (inhibida
por imipenem).

La resistencia a los carbapenemes se debe
a la presencia de MBL del tipo GOB.
Sensibilidad a vancomicina variable.

Myroides spp.

Penicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)
Cefalosporinas de 12, 223, 32 y 42
generacion y cefamicinas
Aztreonam

Carbapenemes
Aminoglucésidos

Polipéptidos

Fluoroquinolonas

La resistencia a carbapenemes se debe
a la presencia de una MBL denominada
TUS-1 en M. odoratum y MUS-1 en M.
odoratimimus.

Pseudomonas aeruginosa

Aminopenicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)
Cefalosporinas de 12 y 22 generacion y
cefamicinas

Ertapenem
Trimetoprima-sulfametoxazol
Tetraciclinas (incluye minociclina)
Acido nalidixico

Tigeciclina

Cloranfenicol

Macroélidos

Lincosamidas

Presenta resistencia in vivo a ticarcilina/
acido clavulanico, cefotaxima y ceftriaxona.

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida

Aminopenicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)
Cefalosporinas de 12 y 22 generacion y
cefamicinas

Pseudomonas stutzeri

Cefalosporinas de 12 generacion y
cefamicinas

Suele presentar sensibilidad a multiples
antimicrobianos.

Stenotrophomonas maltophilia

Aminopenicilinas (con inhibidores de
B-lactamasas y sin ellos)

Cefalosporinas 1.2, 2.3, 3.2 y 4.2 generacion
y cefamicinas

Aztreonam

Carbapenemes

Aminoglucésidos

La resistencia a los p-lactamicos se debe a
la presencia de las p-lactamasas: L1 (MBL)
y L2 (cefalosporinasa) sumada a la imper-
meabilidad de la membrana externa y en me-
nor medida a expresion de bombas de eflujo.

La resistencia a los aminoglucdsidos se
debe a la presencia de la bomba de eflujo
SmeBC que extruye gentamicina, amicaci-
na y tobramicina y a la presencia de en-
zimas inactivantes (aac 6’ 1z) que acetilan
amicacina, tobramicina y netilmicina.

Shewanella algae / putrefaciens

Polipéptidos
(solo S. algae)

Habitualmente presenta sensibilidad a mul-
tiples antimicrobianos.

Recientemente se ha descrito una
B-lactamasa cromosémica de clase D
(OXA-55) que hidroliza pobremente a imi-
penem.
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Antibioticos que se deben ensayar e informar

Para la realizacion del antibiograma por difusion
sugerimos tomar en cuenta los lineamientos del CLSI
(19), incluyendo las pruebas de control de calidad que
evaluan la concentracion de cationes en el medio de
cultivo (ya que estos pueden afectar especialmente las
lecturas de los halos de inhibicion que producen los
aminoglucoésidos).

En la Tabla 3 se detallan los antimicrobianos que se
recomienda ensayar por el método de difusion en agar e
informar en esta especie.

Si bien el CLSI recomienda incubar las placas hasta
24 h en los aislamientos de P. aeruginosa recuperados
de pacientes con fibrosis quistica o con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, este grupo de expertos
recomienda prolongar la incubacion hasta las 48 h para
la lectura de los halos de inhibicion.

Aunque el CLSI aun no ha establecido puntos de
corte para el doripenem, algunos expertos de nuestro
pais sugieren emplear aquellos propuestos por Brown
et al. (16), dado que se ha demostrado que esta droga
resulta mas activa in vitro que otros carbapenemes frente
a aislamientos deficitarios en OprD o sobreproductores
de sistemas de eflujo.

Para maximizar la informacion obtenida a partir del an-
tibiograma inicial, se recomienda distribuir los discos que
contienen los antibiéticos segun se indica en la Figura 1.

Placa 1: imipenem (IMI), quelante de Zn, meropenem
(MER), ceftacidima (CAZ), ceftacidima/acido clavulanico
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(CAC), cefepima (FEP) y piperacilina/tazobactama (PTZ)
(Figura 1). Pueden utilizarse discos que contienen agentes
quelantes preparados en el laboratorio, como EDTA (1
pmol o 5 pmoles, equivalentes a 375 pug o 187 ug res-
pectivamente), o ADP (&cido dipicolinico) (55 pymoles,
equivalente a 920 pg), o bien discos comerciales.

Placa 2: amicacina (AMK), gentamicina (GEN), ci-
profloxacina (CIP), piperacilina (PIP), colistina (COL) y
aztreonam (AZT).

Las MBL catalizan la ruptura del anillo B-lactamico me-
diada por cationes divalentes (Zn?*), por lo que su actividad
se inhibe en presencia de agentes quelantes de iones,
como el EDTA (81). Es por ello que la aproximacion de un
disco impregnado con un agente quelante a un disco que
contiene un carbapeneme resulta una herramienta util para
la deteccion de MBL. El efecto sinérgico entre IMl o MER y
el agente quelante sera indicativo de la presencia de MBL,
aunque es aconsejable confirmar su presencia con otras
metodologias, tal como se indica en el anexo metodoldgico.

Dado que las MBL son capaces de hidrolizar todos
los antibidticos B-lactdmicos excepto monobactamas
(AZT), la sensibilidad a este antimicrobiano podria ser
un buen predictor de la presencia de estas enzimas en
microorganismos resistentes a todos los B-lactamicos,
incluyendo IMI y MER. Por el contrario, la resistencia a
AZT en microorganismos resistentes a carbapenemes no
descarta la presencia de MBL, ya que pueden sumarse
enzimas de espectro extendido que superponen su acti-
vidad a la de las MBL.

Tabla 3. Antimicrobianos que se deben ensayar por el método de difusién en agar e
informar en P. aeruginosa 'y Acinetobacter spp.

Antibiético P. aeruginosa Acinetobacter spp.
Ensayar  Informar Ensayar e informar

Ampicilina/sulbactama (AMS) X

Piperacilina (PIP) X

Piperacilina/tazobactama (PTZ) X X X

Ceftacidima (CAZ) X X X

Ceftacidima/acido clavulanico (CAC) X

Cefepima (FEP) X X X

Aztreonam X

Imipenem (IMI) X X X

Meropenem (MER) X X X

Amicacina (AKN) X X X

Gentamicina (GEN) X X X

Ciprofloxacina (CIP) X X X®@

Colistina (COL) X XM

Minociclina (MIN) X

Trimetoprima/sulfametoxazol (TMS) X

Agente quelante de Zn? X

MInformar solo en aislamientos multirresistentes, @la sensibilidad a ciprofloxacina es extrapolable al

resto de las fluoroquinolonas.
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La distancia de separacion
entre los discos se ajusta
segun el quelante

Nota: Las distancias que se sefalan entre los discos son de
borde a borde. Los discos con 1 pmol de EDTA y los que con-
tienen acido dipicolinico (ADP; 55 pmoles) se deben colocar a 1
cm, mientras que los discos que contienen 5 pmoles de EDTA
deben estar a 1,5 cm. Los discos comerciales se deben colocar
de acuerdo con las indicaciones del fabricante. FEP: cefepima,
TZP: piperacilina/tazobactama, CAZ/CLA: ceftacidima/acido cla-
vulanico, CAZ: ceftacidima, IMP: imipenem, MER: meropenem.

En la Tabla 4 se describen distintos perfiles de resis-
tencia a las cefalosporinas de espectro extendido y a los
carbapenemes, los probables mecanismos responsables
de estas resistencias, los métodos que permiten confirmar
la presencia de dichos mecanismos y los criterios aconse-
jados en este consenso para el informe de la sensibilidad
a antibidticos.

En los aislamientos de P. aeruginosa que presenten
halos de inhibicion por IMI o MER de 16 a 21 mm (83),
cuando se detecte la posible presencia de carbapene-
masas, los editores de este consenso sugieren que se
determine y se informe el valor de la CIM y se advierta
de la presencia de la enzima.

Acinetobacter spp.

Como ya fue expuesto, el género Acinetobacter ha
sufrido cambios taxonémicos significativos a lo largo
de las ultimas décadas. La mayoria de los aislamientos
recuperados de especimenes clinicos corresponden al
complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (Ac-b),
constituido por A. calcoaceticus, A. baumannii'y Acine-
tobacter genomoespecies 3 y 13TU. De todas ellas, la
genomoespecie A. baumannii es la que se aisla con
mayor frecuencia (67).

Tanto los esquemas de identificacion convencionales
como las galerias comerciales poseen limitada capaci-
dad para diferenciar las genomoespecies que incluyen
el complejo Ac-b. De ser esto necesario, debe recurrirse
al empleo de métodos moleculares. Entre ellos, el re-
conocimiento de la presencia del gen codificante de la
B-lactamasa OXA-51, presente en todos los aislamientos
de A. baumannii independientemente de la sensibilidad
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a los carbapenemes, podria ser utilizado como indicador
de dicha genomoespecie (90).

Los miembros del complejo Ac-b se aislan con frecuen-
cia en pacientes hospitalizados, inmuncomprometidos,
sometidos a procedimientos invasivos y en aquellos
que estan bajo tratamiento con varios antibidticos o
antibiéticos de amplio espectro (32, 68). Son frecuentes
colonizantes de fomites y sobreviven largos periodos en
superficies metdlicas, lo que favorece su diseminacion en
el ambiente hospitalario.

Las infecciones causadas por los microorganismos
pertenecientes a este complejo representan un verdadero
desafio para el equipo hospitalario de salud debido a su
multirresistencia a los antibiéticos. Estos microorganismos
presentan una capa mucoide constituida por un derivado
de la N-acetil-galactosamina, que favorece su adherencia
a varios tejidos. Asimismo, se ha comprobado la produc-
cion de biopeliculas que lo protegen de los antibacteria-
nos (22). El complejo Ac-b es con frecuencia resistente
a muchos antibidticos, incluyendo los B-lactamicos (14,
31, 67, 68, 72, 95), los aminoglucdsidos y las fluoroqui-
nolonas (12, 72, 80, 95). Ademas, posee una excelente
capacidad para adquirir y expresar en forma conjunta
nuevos mecanismos de resistencia, ya que es facilmente
transformable (31, 67, 68, 95). La emergencia de la re-
sistencia a carbapenemes es absolutamente relevante,
ya que en muchas situaciones este grupo de antibidticos
constituye la unica opcién de tratamiento frente a aisla-
mientos multirresistentes (15, 67, 68).

La resistencia a los antibidticos p-lactamicos en el
complejo Ac-b puede deberse alternativamente a la
inactivacion enzimatica, a alteraciones en la afinidad de
las proteinas ligadoras de penicilina (PLP), a alteraciones
en la expresion de las porinas, a la presencia de bombas
de eflujo, o bien a la combinacién de algunos de estos
mecanismos de resistencia (68).

A. baumannii produce una cefalosporinasa cromosémi-
ca de tipo AmpC que no es inducible en su expresion (31).
Sin embargo, la inserciéon de la secuencia de insercion
ISAba1incrementa el nivel de expresion de la enzima, lo
que confiere la resistencia a penicilinas, cefalosporinas
de primera, segunda y tercera generacion y a cefamicinas
(36). Aun asi, debe recordarse que esta enzima no afecta
eficientemente a la cefepima ni a los carbapenemes, por
lo que no es infrecuente encontrar su asociacion a otros
mecanismos de resistencia.

En este género se ha descrito, ademas, la adquisi-
cion de otras B-lactamasas de espectro ampliado, como
TEM-1, y de espectro extendido, como VEB, PER-2 y
CTX-M-2 (65).

La resistencia a carbapenemes parece estar esen-
cialmente asociada a la produccion de enzimas de tipo
OXA (B-lactamasas de clase D de Ambler), y con menor
frecuencia a la produccion de MBL (15, 69, 73, 96). De-
bido a la facilidad de la especie para captar y expresar
nuevos mecanismos de resistencia, no es sorprendente
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que también se haya descrito en este género la presencia
de enzimas de tipo KPC (carbapenemasas de clase A de
Ambler) (77).

Los mecanismos no enzimaticos de resistencia a
carbapenemes incluyen la reduccion en la expresion de
PLP-2 (31), la pérdida de una proteina de membrana
externa, CarO, que afecta principalmente al imipenem,
(45, 55, 77, 87), y la sobreexpresion de la bomba de
eflujo AdeABC, caracterizada en A. baumannii. Esta
bomba extruye aminoglucésidos, cefotaxima, tetraciclinas,
eritromicina, cloranfenicol, trimetoprima-sulfametoxazol y
fluoroquinolonas, y contribuye significativamente (junto
con las enzimas de clase D) en la resistencia a los car-
bapenemes (49).

Ademas de esta bomba, la resistencia a los amino-
glucosidos también es influenciada por la expresion de
enzimas modificadoras, como fosfo-, acetil- y nucleotidil-
transferasas (56).

La resistencia franca a las quinolonas modernas pa-
rece deberse a la sumatoria de diversos mecanismos,
incluyendo las alteraciones en la estructura de la ADN
girasa o de la topoisomerasa IV (mediadas por mutaciones
en los genes gyrAy parC, respectivamente) (35, 38) y a
las bombas de eflujo AdeABC y AdeM. Recientemente se
ha descrito que los mecanismos de resistencia enzimatica
a quinolonas mediada por los genes qnrya han arribado
a este género (89).

La resistencia a las tetraciclinas (y sus derivados) se
debe a la expresion de bombas de eflujo [tef(A) y tef(B) y
AdeABC] o a modificaciones ribosomales [tet(M) y tet(O)].
La tigeciclina puede ser expulsada por la bomba de eflujo
AdeABC (66, 80), aunque quizas esta extrusion, mediada
por niveles basales de la bomba, no llegue a ser suficiente
para la categorizacion como resistente.

La multirresistencia creciente en este género hace que
algunas alternativas terapéuticas previamente dejadas de
lado (polimixinas, rifampicina, minociclina, sulbactama)
0 bien algunas relativamente nuevas (tigeciclina) sean
hoy consideradas como opciones de tratamiento validas.

Si bien los aislamientos iniciales de Ac-brara vez son
categorizados como resistentes a colistina (< 3 %), puede
ocurrir la seleccién de microorganismos resistentes a
partir de aislamientos heterorresistentes. En este caso, la
heterorresistencia es definida por la preexistencia de una
subpoblacién minoritaria de microorganismos resistentes
(CIM = 32 pg/ml) dentro de una poblacién mayoritaria
sensible (CIM < 2 pg/ml) (43).

La sensibilidad a colistina solo puede ser determinada
por métodos por dilucién o epsilométricos, ya que ni el
CLSI ni el EUCAST han establecido puntos de corte por
difusion. La heterorresistencia suele detectarse al realizar
las pruebas epsilométricas solo luego de 48 h de incu-
bacion, como desarrollo de colonias dentro de la elipse.

Por otro lado, pese a que la sulbactama es casi
siempre considerada un inhibidor de las B-lactamasas
de clase A, también tiene actividad intrinseca sobre al-
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gunas especies de bacterias gram negativas, en las que
bloquea especificamente alguna PLP esencial (91). La
sensibilidad a esta droga suele ser inferida empleando
sus combinaciones con aminopenicilinas, ya que estas
son inactivas sobre a Ac-b.

En la Argentina, la resistencia a sulbactama en Ac-b
se observa en el 60 % de los aislamientos, segun datos
relativamente recientes (www.aam.org, SIR 2007). La
sensibilidad a sulbactama en nuestro medio era aproxi-
madamente del 50 % en 1991 y este agente restituia la
actividad de la ampicilina en un 80 % de los casos (72).
En otros paises latinoamericanos, la sensibilidad parece
ser mayor (J. M. Casellas, comunicacion personal).

La tigeciclina resulta activa in vitro frente a muchas
cepas de Ac-b; no obstante, se han descrito aislamientos
con valores de CIM elevados debido a la sobreexpresion
de la bomba de eflujo AdeABC, mediada por la asocia-
cion a una secuencia de insercion (IS,;,) (67, 68). Se ha
demostrado el riesgo de selecciéon de este mecanismo
de resistencia por la presion selectiva de concentracio-
nes subodptimas de antibidtico (como la alcanzada en el
suero, que es inferior a 1 pg/ml) (66). Sin embargo, debe
recordarse que la tigeciclina llega a concentraciones muy
superiores a las séricas tanto en el fluido pulmonar como
en las células alveolares.

En la actualidad, no existen puntos de corte definidos
de tigeciclina para Ac-b. La FDA propone puntos de
corte de tigeciclina para Enterobacteriaceae (S < 2 pg/
mly R = 8 pg/ml por diluciéon; S = 199 mmyR < 14 mm
por difusion). Por su parte, el EUCAST solo considera
puntos de corte para Enterobacteriaceae por dilucién (S
< 1 pg/ml). Si bien las apreciaciones preliminares de
algunos autores parecian indicar que un punto de corte
de 2 pg/ml podria ser un valor aceptable desde el punto
de vista farmacocinético, posteriores casos de fallas de
tratamiento en algunos pacientes graves sugieren que
un punto de corte de 1 pg/ml podria ser mas adecuado.
Por su parte, en un estudio multicéntrico realizado en
nuestro pais se ha informado que 1 ug/ml de dicha droga
es capaz de inhibir el 90 % de los aislamientos de esta
especie (18). Los integrantes de este consenso sugieren
que se determine la sensibilidad por métodos de dilucion
y se informe el valor de CIM obtenido.

Antibiéticos que se deben ensayar e informar

Para la realizacion del antibiograma por difusion se
tendran en cuenta los lineamientos del CLSI (19); nueva-
mente, cabe destacar la importancia de realizar el control
de calidad que evalua la concentracion de cationes en el
medio de cultivo, variable que puede afectar especial-
mente las lecturas de los halos frente a aminoglucésidos.

En la Tabla 3 se detallan los antimicrobianos que se
recomienda ensayar por el método de difusién en agar
frente a aislamientos de Acinetfobacter spp.; todos los
resultados deben ser informados. El tiempo de incubacién
segun el CLSI es de 20-24 h.
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Se recomienda la misma ubicacion de discos y la
incorporacion de discos con quelantes de Zn#, tal como
se indico para P. aeruginosa (Figura 1)

Placa 1: imipenem (IMI), quelante de Zn?*, meropenem
(MER), ceftacidima (CAZ), ceftacidima/clavulanico (CAC),
cefepime (FEP) y piperacilina/tazobactama (TAZ).

Placa 2: amicacina (AMK), gentamicina (GEN), cipro-
floxacina (CIP), ampicilina/sulbactama (AMS), cotrimoxa-
zol (TMS), piperacilina (PIP) y minociclina (MIN).

Se propone igual metodologia de screening para
detectar BLEE y carbapenemasas que en P. aeruginosa.

La alta prevalencia de multirresistencia hace necesario
ensayar antibioticos polipeptidicos (colistina-polimixina B),
para lo cual debe determinarse la CIM. Los puntos de corte
recomendados por el CLSI para métodos de dilucion son
los siguientes: sensible < 2 pg/mly resistente = 4 pg/ml.

Perfil de resistencia mas probable en el antibiograma
por difusion en los BGNNF (excluidos P. aeruginosa
y el complejo A. baumannii)

La determinacion del perfil de sensibilidad ayuda
enormememente a la identificacion de muchos BGNNF;
de hecho, la resistencia a ciertos antimicrobianos es una
herramienta diagndstica de incalculable valor en la con-
firmacién de la identidad bacteriana. El antibiotipo puede
determinarse por difusion en agar empleando los puntos
de corte de P. aeruginosa 'y Acinetobacter spp. Esto no
implica que se apruebe la utilizacion de estos puntos de
corte para establecer la sensibilidad/resistencia a los
antibacterianos; solo se sugiere su utilizacion como una
herramienta en la identificacion, ya que el conocimiento de
la especie nos permite guiar el tratamiento mas adecuado.

En la Tabla 5 se observa el perfil de sensibilidad
hallado con mayor frecuencia en relacion con la especie
aislada.

Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia es un BGNNF de importancia clinica, ya
que es un patdgeno oportunista asociado a infecciones
nosocomiales y a infecciones en pacientes inmunocom-
prometidos (24, 44, 53).

Este BGNNF es intrinsecamente resistente a una am-
plia variedad de antimicrobianos debido a la presencia de
enzimas inactivantes de antibidticos, a laimpermeabilidad
de su membrana externa y también a la presencia de
bombas de eflujo para una multiplicidad de drogas (98).
Asimismo, se ha descrito la seleccion de mutantes resis-
tentes intratramiento frente al uso de drogas a las que no
presenta resistencia natural (33). Por ello, el manejo de
las infecciones producidas por este microorganismo con
frecuencia resulta problematico (Tabla 3).

Tipicamente, S. maltophilia posee dos B-lactamasas
cromosomicas que le confieren resistencia a los antibié-
ticos B-lactamicos. Estas B-lactamasas, denominadas L1
y L2, tienen diferentes caracteristicas: L1 es una MBL
con capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas
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y carbapenemes, pero no puede hidrolizar al aztreonam
(82). L2 exhibe fundamentalmente actividad de cefalos-
porinasa y, a diferencia de L1, inactiva al aztreonamy a
la ticarcilina. Esta enzima es inhibida por inhibidores de
B-lactamasas; el acido clavulanico es mas eficiente a tal
fin que la tazobactama o la sulbactama.

S. maltophilia puede presentar una acetiltransferasa
AAC (6’) 1z que inactiva a la amicacina, la netilmicina y
la tobramicina, pero no a la gentamicina (44), o una fos-
fotransferasa Aph (3") lic que inactiva a la kanamicina y
la neomicina (59).

Las drogas mas activas in vitro son la combinacion
trimetoprima-sulfametoxazol, la minociclina y las fluo-
roquinolonas (94); de estas ultimas, la moxifloxacina
presenta valores de CIM,, menores que la ofloxacinay la
ciprofloxacina (92). Muchos aislamientos poseen bombas
de eflujo que confieren resistencia a todas las quinolonas
(99). Cabe destacar que con las fluoroquinolonas, a pesar
de ser drogas activas in vitro, pueden emerger mutantes
resistentes intratratamiento por alteracion de las protei-
nas de membrana externa, lo que hace conveniente la
asociacion con otros antimicrobianos, como ticarcilina/
acido clavuléanico o minociclina, para mejorar su eficacia
clinica (71).

A pesar que la combinacion trimetoprima-sulfametoxa-
zol resulta efectiva en mas del 90 % de los aislamientos
de esta especie, se ha comunicado la existencia de cepas
resistentes a esta terapéutica. En estos casos, la cipro-
floxacina, la levofloxacina, la ceftacidima o la ceftriaxona
y la ticarcilina con clavulanato, solas o en combinacion
con otros antibidticos, pueden considerarse alternativas
terapéuticas (30).

Si bien ni el CLSI ni el EUCAST establecen puntos de
corte para la tigeciclina, distintos trabajos en los que se
han empleado los puntos de corte de la FDA han demos-
trado que esta droga presenta buena actividad in vitro en
esta especie (11, 34, 54).

Antibioticos que se deben ensayar e informar

Para la realizacion del antibiograma por difusion se
tendran en cuenta los lineamientos del CLSI (19). En la
Tabla 6 se detallan los antimicrobianos que se recomienda
ensayar por el método de difusion en agar frente a ais-
lamientos de esta especie; todos los resultados deben
informarse. El tiempo de incubacién segun el CLSI es
de 20-24 h.

La sensibilidad a ceftacidima y ticarcilina/acido clavu-
lanico debe determinarse mediante ensayos por dilucién.

Complejo Burkholderia cepacia

El complejo Burkholderia cepacia comprende al menos
17 especies diferentes: Burkholderia cepacia, Burkhol-
deria multivorans, Burkholderia cenocepacia, Burkhol-
deria stabilis, Burkholderia vietnamiensis, Burkholderia
dolosa, Burkholderia ambifaria, Burkholderia anthina,
Burkholderia pyrrocinia, Burkholderia ubonensis, Burkhol-
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Tabla 5. Perfil de sensibilidad a antibidticos en las distintas especies de BGNNF excluidos P. aeruginosa 'y Acinetobacter spp.

Especie AMP/ PIP/ CEF CXT CAZ FEP IMI/ AG POL/ FQ TMS
AMS TAZ MER COL
A. faecalis R/R VIV R R SR SR S/S R S RS \
A. xylosoxidans subsp. R/R S/S R R S RS S/S R SR R \Y
xylosoxidans
Complejo B. cepacia R/R S/S R R SR SR \Y R R SR S
C. gleum-indologenes R/R S/S R Vv SR S \Y R R S S
E. meningoseptica R/R V/V R R R R \Y R R Vv \Y
Myroides spp. R/R R/R R R R R \Y R R R \Y
P. fluorescens /
P. putida R/R S/S R R Vv \ S/S™ \ S S \
P. stutzeri S/S S R RS S S S/S S S S S
S. maltophilia R/R R/R R R RS R R/R R SR SR S
S. algae / VIV S/S S S S S S/S S R S S
S. putrefaciens S/S S/S SR S S S S/S S S S S

)

: resistente, S: sensible, V: sensibilidad variable; ? algunos aislamientos pueden ser resistentes, $ algunos aislamientos pueden ser sensibles;

(se han descrito aislamientos productores de MBL. AMP: ampicilina; AMS: ampicilina/sulbactama; CEF: cefalotina; CXT: cefoxitina; CAZ: ceftacidima;
FEP: cefepima; IMI: imipenem; MER: meropenem; AG: aminoglucésidos; POL: polimixina; COL: colistina; FQ: fluoroquinolonas; TMS: trimetoprima-

sultfametoxazol; CIP: ciprofloxacina.

deria latens, Burkholderia diffusa, Burkholderia arboris,
Burkholderia seminalis, Burkholderia metallica, Burkhol-
deria contaminans y Burkholderia lata. B. cepacia se
reconoce en la actualidad como un patégeno oportu-
nista de importancia, particularmente en infecciones
nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos o
con fibrosis quistica (70).

El tratamiento de las infecciones producidas por B. ce-
pacia es dificultoso, ya que las especies que forman este
complejo presentan usualmente altos niveles de resisten-
cia intrinseca a una amplia variedad de antimicrobianos,
entre los que se incluye la ticarcilina, las cefalosporinas,
los aminoglucdsidos y las polimixinas (100). Los patrones
de resistencia intrinseca de las distintas especies son
heterogéneos (58).

La resistencia a los aminoglucésidos se debe a la
presencia de enzimas modificadoras de aminoglucési-
dos, conjuntamente con alteraciones en la permeabilidad
de la membrana externa. La resistencia a antibidticos
B-lactamicos es usualmente mediada por la presencia
de B-lactamasas inducibles de clase A, cuyos genes
estan localizados en el cromosoma bacteriano. Estas
B-lactamasas tipo Pen son especificas de cada especie
del complejo B. cepacia, lo que puede constituir una
herramienta util para la identificacion de la especie. Las
enzimas tipo Pen hidrolizan penicilinas, cefalosporinas y
aztreonam (este ultimo, en menor medida) (70).

Las alteraciones en la permeabilidad de la membrana
externa pueden contribuir a la resistencia a los p-lac-
tamicos, mientras que la adquisicién de p-lactamasas
plasmidicas derivadas de TEM, o las alteraciones en las
PLP, que confieren resistencia a piperacilina, resultan
mas infrecuentes. Fue descrita una p-lactamasa PCM-1

(enzima clase D de tipo OXA) que hidroliza con mayor
eficiencia al imipenem que al meropenem (57).

Los tratamientos se basan en los resultados in vitro
sumados a la apreciacion de una buena respuesta clinica;
en las infecciones graves la monoterapia trae aparejada
la emergencia de resistencia, por lo que se sugiere la
utilizacién de dos antimicrobianos.

A pesar de la sensibilidad in vitro observada frente a
algunos antimicrobianos, la erradicacion de la coloniza-
cién pulmonar en pacientes con enfermedad fibroquistica
resulta dificultosa debido a varios factores, entre ellos la
formacion de biopeliculas (23), la disponibilidad de oxige-
no, la alteracién de la farmacocinética del antimicrobiano,
la falta de droga libre en el pulmdén bronquiectéasico, la
penetracion insuficiente en la mucosa bronquial anormal y
viscosa, el alto indculo, el pH bajo y la alta concentracion
de cationes divalentes que impiden la fagocitosis en el
pulmon (28).

Antibiéticos que se deben ensayar e informar

Para la realizacion del antibiograma por difusion se
tendran en cuenta los lineamientos del CLSI (19). En la
Tabla 6 se detallan los antimicrobianos que se recomienda
ensayar en esta especie por el método de difusidon en agar
y cudles resultados deben ser informados.

Alcaligenes / Achromobacter

Los géneros Achromobacter y Alcaligenes pertene-
cen a la familia Alcaligenaceae. Las especies de mayor
importancia clinica son Achromobacter xylosoxidans,
Achromobacter piechaudii, Achromobacter denitrificans
y Alcaligenes faecalis. A. xylosoxidans constituye un pa-
tégeno emergente y representa el 6,6 % de los BGNNF
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(excluidos P. aeruginosa'y Acinetobacter spp.), segun un
estudio realizado en la Ciudad Autonoma de Buenos Aires
(93). Elincremento en la frecuencia de aislamiento podria
estar relacionado con el uso extensivo de cefalosporinas
de tercera generacion y de fluoroquinolonas, que resultan
inactivas frente a Achromobacter sp. (29).

Achromobacter sp. es resistente a las aminopenici-
linas, con inhibidores de B-lactamasas o sin ellos, y a
cefalosporinas de primera y de segunda generacion,
debido a la presencia de una B-lactamasa cromosomica
no inducible de espectro reducido de clase D, conocida
como OXA-114 (27). Esta B-lactamasa no presenta acti-
vidad hidrolitica sobre cefalosporinas de amplio espectro
como ceftacidima, cefotaxima, cefoxitina, cefepima, ni
sobre aztreonam. La resistencia a dichos antimicrobianos
observada en esta especie podria deberse a la presencia
de otras B-lactamasas, ya que la contribucion de OXA-
114 a este perfil de resistencia resulta secundaria. La
B-lactamasa OXA-114 no presenta actividad hidrolitica
sobre la oxacilina, pero presenta una débil actividad hi-
drolitica sobre el imipenem. Ademas, no es inhibida por el
acido clavulanico, la sulbactama ni la tazobactama, ni su
expresion es inducida por el imipenem o la cefoxitina (27).

Por otra parte, A. xylosoxidans presenta resistencia a
aminoglucésidos y fluoroquinolonas (94) (Tablas 2 y 5).
La actividad de la colistina sobre este BGNNF resulta
variable. En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, mas
del 90 % de los aislamientos, especialmente aquellos
provenientes de materiales respiratorios, presentan re-
sistencia a los antibioticos polipeptidicos, lo que explica
que puedan desarrollar en los medios selectivos para el
aislamiento del complejo Burkholderia cepacia (94).

Si bien los carbapenemes pueden resultar activos fren-
te a esta especie (94), en los ultimos afios han emergido
aisamientos con alto nivel de resistencia a carbapenemes
debido a la presencia de carbapenemasas de tipo IMP,
como IMP-1 (85) e IMP-10 (39), y VIM, como VIM-1 (76)
y VIM-2 (86). En Argentina se han aislado A. xylosoxidans
procedentes de materiales respiratorios de pacientes con

Tabla 6. Antimicrobianos que se deben ensayar por el método
de difusion en agar e informar en Stenotrophomonas malto-
philia 'y en el complejo Burkholderia cepacia

Antibiético S. maltophilia  Complejo
B. cepacia

Ensayar e informar

Ceftacidima (CAZ) X

Meropenem (MER) X

Minociclina (MIN) X X

Trimetoprima-sulfametoxazol X X
(TMS)

Levofloxacina X
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Tabla 7. Puntos de corte por difusion propuestos por Almuzara
et al. (1) para Achromobacter spp.

Antimicrobiano Diametro del halo (mm)

Resistente Intermedio Sensible

Imipenem (IMI) < 11 12-21 > 22
Meropenem (MER) < 18 14-23 > 24
Ertapenem (ERT) < 17 18-23 > 24
Gentamicina (GEN) < 15 16-20 > 21
Trimetoprima-

sulfametoxazol (TMS) < 27 > 28
Tetraciclina (TET) < 20 21-28 > 29
Doxiciclina (DOX) < 20 21-23 > 24

fibrosis quistica, con alto nivel de resistencia a carbape-
nemes y no productores de MBL.

EI CLSI no ha establecido puntos de corte para el es-
tudio de la sensibilidad antimicrobiana de Achromobacter
spp. por el método de difusion. Recientemente, en Argen-
tina se han sugerido puntos de corte para carbapenemes,
trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina, doxiciclina y
gentamicina (1) (Tabla 7).

Elizabethkingia meningoseptica

Los miembros de los géneros Chryseobacterium,
Elizabethkingiay Myroides pertenecen a la familia Flavo-
bacteriaceae. E. meningosepticay C. gleum-indologenes
son las especies que se asocian con mayor frecuencia a
infecciones humanas (13).

Tanto la presencia de diferentes tipos de B-lactamasas
como la impermeabilidad de la membrana externa deter-
minan la resistencia a multiples antimicrobianos, como
fB-lactamicos (incluidos los carbapenemes), aminoglucodsi-
dos y antibidticos polipeptidicos (75). La resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion se relaciona con la
produccion de una BLEE denominada CME (10), mientras
que la resistencia a los carbapenemes se relaciona con
dos MBL: GOB-1 y BLAB-1 (6) (Tablas 2 y 5).

Se ha propuesto utilizar vancomicina en las infecciones
graves (48, 60), ya que existen algunas evidencias clinicas
que apoyan el uso de vancomicina asociada a rifampicina
en el tratamiento empirico de la meningitis neonatal por
E. meningoseptica (25). Sin embargo, se han informado
valores de CIM de vancomicina entre 8 y 128 pg/ml en
12 aislamientos de E. meningoseptica recuperados en
la Argentina (C. Vay, comunicacién personal). Algunos
estudios in vitro mostraron una actividad superior de la
minociclina asociada con rifampicina (3) para el tratamien-
to de infecciones graves.

En aquellos pacientes en los que la minociclina esta
contraindicada, la combinacién trimetoprima-sulfame-
toxazol asociada a rifampicina podria ser una opcion
terapéutica aceptable, ya que también existe evidencia
clinica que avala la efectividad de esta eleccion (46).
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Con referencia a las quinolonas, la levofloxacina y la
gatifloxacina resultan mas activas que la ciprofloxacina
y la ofloxacina (40).

Si bien el CLSI no ha establecido normas respecto del
método por difusion para este microorganismo, en 1997
Chang et al. establecieron puntos de corte tentativos
para la prueba de sensibilidad por difusion para pipera-
cilina, ceftacidima y ciprofloxacina (21). Sin embargo, es
nuestra opinion que el tratamiento deberia estar basado
en resultados de sensibilidad obtenidos por el método
de dilucidn para cada aislamiento en particular.

Chryseobacterium gleum-indologenes

Los microorganismos pertenecientes al género Chry-
seobacterium resultan resistentes a las cefalosporinas,
los carbapenemes y los antibiéticos polipeptidicos y
aminoglucdsidos (Tablas 2 y 5). La resistencia a las cefa-
losporinas se debe a la produccién de una cefalosporinasa
de clase A inhibible por el &cido clavulanico, denominada
CGA-1, que inactiva mas eficientemente a la cefotaxima 'y
la ceftacidima que a la cefepima (8). La resistencia a los
carbapenemes se debe a la produccién de MBL del tipo
CGB en C. gleum (7) y del tipo IND en C. indologenes
(9). La piperacilina no se ve significativamente afectada
por ninguna de las enzimas mencionadas.

Estos microorganismos son frecuentemente sensibles
a rifampicina, minociclina, trimetoprima-sulfametoxazol y
fluoroquinolonas (Tabla 5).

También en este caso, en 1997 Chang et al. esta-
blecieron puntos de corte tentativos para la prueba de
sensibilidad por difusién para piperacilina, ceftacidima
y ofloxacina (21). Sin embargo, también en este caso
es nuestra opinién que el tratamiento deberia estar
basado en resultados de sensibilidad obtenidos por el
método de dilucién para cada aislamiento en particular.

Myroides spp.

Presentan resistencia a todos los p-lactdmicos (inclui-
dos los carbapenemes), a los antibiéticos polipeptidicos,
a los aminoglucdésidos y a las fluoroquinolonas. La resis-
tencia a carbapenemes se debe a la presencia de una
MBL denominada TUS-1 en Myroides odoratumy MUS-1
en Myroides odoratimimus (50) (Tablas 2 y 5).

Los antimicrobianos més activos in vitro son la mino-
ciclina, la rifampicina y la trimetoprima-sulfametoxazol,
aunque puede observarse resistencia a esta ultima com-
binacion. Presentan sensibilidad variable a la eritromicina.

Shewanella algae-putrefaciens

Shewanella spp. suelen presentar sensibilidad a multi-
ples antimicrobianos como ampicilina, piperacilina, cefa-
losporinas de tercera y cuarta generacion, carbapenemes,
eritromicina, aminoglucésidos y fluoroquinolonas, pero
resultan resistentes a otras penicilinas y cefalosporinas
de primera y segunda generacion. La actividad de los
antibidticos polipeptidicos es variable (94).

Revista Argentina de Microbiologia (2011) 43: 136-153

Algunas investigaciones recientes mostraron que las
CIM de ampicilina y tetraciclina en S. algae son mayores
que las de S. putrefaciens. La primera especie, ademas,
tiene una B-lactamasa cromosomica de clase D de Am-
bler (OXA-55) que hidroliza débilmente al imipenem (37).

Pseudomonas putida

Los aislamientos de P. putida son generalmente
sensibles a los carbapenemes, las fluoroquinolonas y
los aminoglucdsidos; sin embargo, se ha informado la
emergencia de resistencia a carbapenemes debida a la
produccion de MBL de tipo IMP y VIM (2, 26, 42, 52, 97).
También se ha comunicado la existencia de aislamientos
resistentes a fluoroquinolonas debido a mutaciones en la
ADN girasa y en la topoisomerasa |V; la sobreexpresion
de sistemas de eflujo puede contribuir, ademas, a la re-
sistencia a fluroquinolonas y a algunos f-lactamicos (41).

ANEXO METODOLOGICO PARA LA DETECCION
Y CARACTERIZACION DE CARBAPENEMASAS

En la actualidad no existe estandarizacion sobre las
técnicas mas eficaces de deteccidon y caracterizacion
preliminar de carbapenemasas potencialmente presentes
en las diferentes especies; la deteccién de la presencia
de los genes codificantes es el método confirmatorio. Los
participantes de este consenso tienen experiencia en la
utilizacién de distintos métodos, por ello, en lugar de indi-
car un unico método se incluye la descripcién de varios,
de manera de poder eventualmente ser comparados en
virtud de su sensibilidad.

Para la eleccion de dichos métodos se ha tenido en
cuenta su posible aplicacion en la rutina diaria de un
laboratorio clinico. Cabe mencionar que este anexo cons-
tituye un material de consulta que excede a la practica de
rutina, para ser utilizado solo en casos en que se desee
caracterizar las enzimas responsables de las resistencias
observadas.

1. Ensayo de deteccion fenotipica de MBL por
difusién empleando agentes quelantes

Los ensayos de sinergia por aproximacion de discos
constituyen los métodos mas empleados debido al bajo
costo, su facil realizacion, la rapidez y la elevada sensi-
bilidad. Sin embargo, algunos autores han comunicado
que no resultan absolutamente sensibles (51).

Este ensayo, modificado a partir del método inicialmen-
te descrito por Arakawa et al. (4), consiste en ubicar sobre
placas de agar Mueller Hinton previamente inoculadas
(a partir de cultivos ajustados a 108 bacterias/ml) discos
que contienen IMI, MER y CAZ y discos que contienen
EDTA, 1 umol o 5 uymoles, distanciados de los primeros
a1cmoa1,5cm (de borde a borde), respectivamente
(61). Un aumento en la zona de inhibicion entre el disco
que contiene el antibiético (CAZ, MER o IMI) y el disco
que contiene el agente quelante se considera un resultado
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PANEL B

P, aeruginosa

(MBL VIM11)

E.coli P.aeruginosa

(carbapenemasa) (MBLIMP -7)

P.aeruginosa

(MBL IMP13)

Figura 2. Ensayos de deteccion de MBL

a) Detecciéon de MBL usando EDTA 1 pmol en P. aeruginosa productora de VIM-2.

b) Deteccién de MBL usando EDTA 1 umol en P. aeruginosa productora de IMP-13. CAZ: ceftacidima, IMI: imipenem, MER: me-
ropenem.

c) Ensayo de sinergia extendido en P. aeruginosa portadora de IMP-7. A la izquierda, disco de EDTA con 5 pmoles; a la derecha,
disco de EDTA con 1 pmol. CAZ: ceftacidima, IMP: imipenem, MER: meropenem, E: EDTA.

d) Deteccion de carbapenemasas por el método “Hodsuda”

e) Deteccion de MBL mediante EMIB (ensayo microbiolégico con inhibidores de carbapenemasas y diferentes B-lactamicos). P.
aeruginosa 5182, productora de MBL VIM-11a. Panel A: se observa desarrollo de la bacteria indicadora alrededor de los discos S y
S/Zn, lo que altera los halos de inhibiciéon de IMI (arriba), MER (medio) y CAZ (abajo), sefialado por flechas. La ausencia de defor-
macion del halo para los 3 sustratos alrededor de los discos S/E confirma la inhibicion enzimatica con EDTA. Panel B: se observa
deformacion de los halos de los tres B-lactamicos alrededor de los discos S, aun en presencia de AC (S/C), sefialado con flechas.
Este perfil de inhibicion y de sustratos indica una cepa productora de MBL. Disco B (buffer), control negativo.
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positivo y, por lo tanto, se sospecha la presencia de la MBL
(Figuras 2a, 2b). Pueden emplearse discos de agentes
quelantes comerciales o éstos pueden ser preparados en
el laboratorio (51, 62). La metodologia que emplea los tres
antimicrobianos (IMI, MER y CAZ) y ambas concentracio-
nes de EDTA (ensayo de sinergia extendido, ver Figura
2c) tiene buena sensibilidad (S: 0,92) y baja especificidad
(E: 0,41), por lo que es necesaria la confirmacion por otro
método (51), mientras que la metodologia que emplea
discos de EDTA de 1 uymol presenta elevada sensibilidad
y especificidad en la deteccion de enzimas de tipo VIM e
IMP en P. aeruginosa (61, 83).

2. Ensayo fenotipico de deteccion de MBL por
dilucion empleando EDTA

Se determina la CIM de carbapenemes en presencia
y ausencia de EDTA 0,4 mM, de acuerdo con las reco-
mendaciones del CLSI (19). Si bien esta prueba presenta
elevada sensibilidad, resulta manualmente demandante.
Ademas, en ocasiones se obtienen resultados borderline
y/o se requiere el ensayo de los dos carbapenemes.

3. Ensayo epsilométrico (ETest) para la
deteccion de MBL

Se realiza el ensayo empleando tiras de IMI/IMI+EDTA,
segun indicaciones del fabricante. La complejidad de este
método es baja o0 nula, pero resulta costoso. Aunque su
sensibilidad es elevada, se ve afectada cuando los valores
de CIM del IMI para ese aislamiento son bajos (CIM,, < 4
pg/ml). No puede ser usado en cepas productoras de carba-
penemasas tipo oxacilinasas, ya que se observan resultados
falsos positivos (84). Esta clase de carbapenemasas se
presenta con elevada frecuencia en cepas de A. baumannii.

4. Deteccidon de carbapenemasas por el método de
Hodge modificado: “Hodsuda”

Este método permite la deteccion de la presencia
de enzimas con actividad de carbapenemasas, pero
no discrimina entre serino-carbapenemasas y MBL. Su
realizacion es de baja complejidad y presenta moderada
sensibilidad.

En el centro de una placa de agar Mueller Hinton
inoculada a partir de un cultivo ajustado a 108 bacte-
rias/ml de un microorganismo indicador (E. coli ATCC
25922), se coloca un disco con el antibidtico (su elec-
cioén se realiza de acuerdo con el perfil de hidrdlisis de
la enzima que se quiera evaluar). Luego se siembra una
ansada densa del microorganismo en estudio dentro de
la zona de inhibicidn esperada para la droga ensayada.
Se deja reposar a temperatura ambiente durante 15
minutos y se incuba toda la noche a 35 °C. Una defor-
macion del halo de inhibicion (efecto D o achatamiento
o crecimiento del microorganismo indicador por dentro
del halo de inhibicién) se interpreta como un ensayo
positivo (Figura 2d).
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5. Deteccidn de carbapenemasas mediante el
ensayo microbioldgico con inhibidores de
carbapenemasas y diferentes p-lactamicos (EMIB)

Este ensayo emplea diferentes antibidticos B-lactami-
cos (IMI, MER y CAZ) e inhibidores de serino-carbape-
nemasas y de MBL (&cido clavulanico y EDTA, respecti-
vamente). Este método tiene elevada sensibilidad, pero
su realizacion presenta moderada complejidad dado que
requiere la obtencion de extractos enzimaticos.

En el centro de una placa de agar Mueller Hinton (pre-
viamente inoculada con E. coli ATCC 25922) se coloca
el disco que contiene el antibidtico. Luego de 10 minutos
(para permitir la difusién del antibidtico), se colocan a
0,8 cm de distancia (de centro a centro) discos de papel
de filtro estériles impregnados con: i) 20 pl de extracto
enzimatico (S); ii) 20 pl de extracto enzimatico mas sulfato
de zinc (concentracion final 0,1 mM) (S/Zn); iii) 20 pl de
extracto enzimatico mas EDTA (concentracion final 20
mM) (S/E); iv) 20 pl de extracto enzimatico mas acido
clavulanico (concentracion final 300 uM) (S/C); y v) 20
pl de buffer (B), como control negativo. En el trabajo de
Marchiaro et al. se detalla la preparacion de los extractos
enzimaticos y de los discos respectivos (58). La interpre-
tacion que deriva del andlisis de este ensayo se resume
a continuacion y se ilustra en la Figura 2e.

Cepas no productoras de carbapenemasa ni cef-
tacidimasas: no se observa deformacion del halo de
inhibicion de los carbapenemes ni de CAZ.

Cepas productoras de carbapenemasa: se observa
desarrollo de E. colialrededor de los discos Sy S/Zn, con
alteracion del halo de inhibicion de los carbapenemes.
Con estas cepas pueden presentarse los siguientes ca-
s0s: a) si se observa inhibicion del desarrollo alrededor del
disco S/E, dicha actividad enzimatica corresponde a una
MBL; b) si se observa inhibicion del desarrollo alrededor
del disco S/C, dicha actividad corresponde a una serino-
carbapenemasa clase A; ¢) si no se observa inhibicion
del desarrollo alrededor del disco S/E ni del disco S/C, se
sospecha que existe una serino-carbapenemasa clase D
(tipo OXA) o alta expresion de AmpC.
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