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EDITORIAL

Patégenos emergentes
Dr. Mario Vilaré. Laboratorio de Microbiologia, Hospital Privado Universitario de Cérdoba.

Los patdogenos emergentes se definen como agentes infecciosos que han aparecido
recientemente dentro de una poblacidn o que han existido anteriormente, pero que estan
aumentando rapidamente en incidencia, virulencia, resistencia o distribucién geografica %

Se clasifican en: verdaderamente emergentes, re emergentes, intencionalmente emergentes y
accidentalmente emergentes ?).

También pueden describirse como los microorganismos causantes de enfermedades infecciosas
cuya incidencia esta aumentando después de su aparicién en una nueva poblacién huésped o
en una poblacién huésped existente debido a cambios a largo plazo en su epidemiologia.

En el afio 2018 la OMS definié nueve infecciones como enfermedades de actuacion prioritaria
por su capacidad de producir una emergencia de salud publica y por la ausencia de un
tratamiento o vacuna eficaces frente a ellas: la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, la
enfermedad por virus del Ebola y virus Marburg, la fiebre de Lassa, el sindrome respiratorio
agudo grave por coronavirus y el sindrome respiratorio de Oriente Medio por coronavirus, la
enfermedad por virus Nipah, la fiebre del Valle del Rift y el Zika; y afiadié una décima, la llamada
enfermedad X, o aquella por venir, que termind siendo el SARS-CoV-2 @,

Aunque la mayoria de las publicaciones asocian a los patdgenos emergentes principalmente con
virus, las bacterias, hongos y parasitos no quedan relegados en este proceso evolutivo.

En el afio 2024 la Organizacion Mundial de la Salud publicé un listado actualizado de patégenos
emergentes y sus posibles implicancias en la salud mundial. Si bien es cierto que la publicaciéon
apunta a patégenos que podrian convertirse en pandemia, la realidad es que cualquier
laboratorio de microbiologia debe afrontar diariamente el desafio de jerarquizar como
clinicamente significativos a organismos raros o poco frecuentes que, sin ser necesariamente
potenciales causantes de brotes epidémicos, son aislamientos que deben ser evaluados dentro
de cada contexto clinico en particular.

Los tres aspectos principales para comprender la dinamica de la aparicion de nuevas
enfermedades bacterianas son: el desarrollo de nuevas herramientas de diagndstico, el
aumento de la exposicion humana a patdgenos bacterianos y la apariciéon de cepas mas
virulentas que causan infecciones oportunistas .

A diferencia de los virus, las bacterias poseen un genoma mas estable y, por lo tanto, la
divergencia bacteriana después de mutaciones aleatorias es menor. Sin embargo, la presion de
seleccion debido al uso de antibacterianos, altera este paradigma. La interpretacidon de este
fendmeno debe ser contextualizada dentro de una realidad que es el resultado de la interaccién
entre factores dependientes del microorganismo, del hospedador y del ambiente.

Ante la recuperacién de una bacteria rara a partir de una muestra clinica, la pregunta a
formularse es sin nos enfrentamos a nuevas especies y cepas patdgenas, o simplemente se trata
de interpretar a la infinita biodiversidad del mundo procariota. Al mismo tiempo, la duda se
traslada a discernir si esos microorganismos han estado presentes durante mucho tiempo en
nuestro entorno, pero a los que los humanos solo han estado expuestos recientemente o a
aquellos organismos que no habiamos podido detectar hasta ahora con los métodos de
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identificacion disponibles. Y no se trata de un mero cuestionamiento de indole tedrico evolutivo,
sino que reviste gran importancia médica. Estd en manos del laboratorio determinar con el
mayor grado de certeza posible si se esta en presencia del agente causal de una enfermedad
infecciosa.

En este punto la llegada de MALDI TOF ha representado un punto de inflexion. La incuestionable
utilidad de la espectrometria de masas se ha erigido en una herramienta imprescindible en
cualquier laboratorio de mediana complejidad.

Su uso nos ha llevado a la identificacion de especies microbianas que nos enfrentan a la
dicotomia de discernir entre la presencia de un agente patégeno o uno contaminante o banal.
Ello nos conduce a replantear de manera constante los criterios cldsicos de jerarquizacion
clinica. Para ello deben considerarse varios puntos:

- Para muchas de las especies emergentes no estdn estandarizadas las pruebas de
i sensibilidad a los antimicrobianos y si existen, no son de facil acceso a la mayoria de los
laboratorios. De tal modo que la identificaciéon correcta orienta al tratamiento
antimicrobiano dirigido por parte del médico tratante.

- Las bases de datos de los sistemas comerciales de espectrometria de masas suelen
tener un numero limitado de espectros de esos géneros o especies microbianas
particulares, lo que hace que, por momentos los resultados no cumplan los parametros
determinados por el fabricante y requiere de la interpretacién del microbidlogo.

- Los perfiles proteémicos de variantes de algunas cepas puede llevar a resultados que
pueden presentarse equivocos en una primera lectura.

- La actualizacion taxondmica regular de las bases de datos nos obliga a contextualizar
nuevos taxones que pueden presentarse como emergentes siendo que solo han tenido
un cambio de nomenclatura.

‘ - El desarrollo de bases de datos propias, adecuadas a la epidemiologia local, amplia la
capacidad de detectar las variantes circulantes en cada regién y, en algunos casos
determinar factores de virulencia.

- Ante la realidad de MALDI TOF como potente herramienta de identificacion microbiana
cada laboratorio deberia adecuar sus procedimientos de trabajo para aprovechar al
maximo las ventajas que nos brinda esa tecnologia. Muchos patégenos emergentes
suelen ser de desarrollo lento o requieren de condiciones de cultivo especiales lo que
lleva a que con determinadas muestras o contextos clinicos se deberian tomar acciones
particulares para poder recuperarlos ©).

En conclusién, la emergencia de nuevos patégenos o la re-emergencia de viejos
patdgenos es una realidad ineludible que lleva a los laboratorios no solo a disponer de buenos
métodos de identificacion. Requiere de la intervencién de un microbiélogo avezado para poder
interpretar los aislamientos microbianos y, trabajando en equipo, poder relacionarlos con la
realidad clinica de cada paciente.
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INFORME TECNICO
Evaluacion de desempefio del Médulo MBT HT LIPIDART para la deteccion de
resistencia a colistin en Escherichia coli

Dr. Ezequiel Alborndz, Dra. Alejandra Corso. Servicio Antimicrobianos, Departamento Bacteriologia, INEI
ANLIS Malbran.

El médulo MBT HT LipidART (Lipid A Antibiotic Resistance Test) es una herramienta para la
deteccion rdpida, mediante espectrometria de masas, de modificaciones en el lipido A
relacionadas con la resistencia a colistin de bacterias gram negativas (no intrinsecamente
resistentes). Este modulo es una extensiéon del software MBT Compass HT.

El software analiza los espectros obtenidos en el equipo MALDI Biotyper Sirius, de preparaciones
de lipido A realizadas con el kit MBT Lipid Xtract. Procesa los espectros en funcidn de la presencia
o ausencia de modificaciones de la molécula nativa de lipido A, segun lo publicado por Lee et al.,
2016; Dortet et al., 2018; Furniss et al., 2019; Furniss et al., 2020; Dortet et al., 2020. Para E. coli,
la masa molecular publicada de la molécula nativa de lipido A es de 1796 m/z.

Se describen dos modificaciones diferentes de la molécula nativa de lipido A en el contexto de
la resistencia a colistin:

1. La adicion de fosfoetanolamina (pEtN) al lipido A nativo presenta un desplazamiento de
masa de +123 Da.
2. La adicién de 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa (Ara4N) al lipido A nativo presenta un
desplazamiento de masa de +131 Da.
El lipido A es un componente estructural e integral de los lipopolisacéridos (LPS) de la pared
celular bacteriana. Ambas modificaciones del lipido A provocan una disminucidn de la unién de
colistin al LPS y, posteriormente, resistencia a este antibidtico. El principio de la prueba consiste
en la deteccidn de tres variantes diferentes de la molécula de lipido A: nativa, modificada con

pEtN y modificada con Ara4N.
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La presencia de una molécula de lipido A modificada se correlaciona con resistencia fenotipica
a colistin. La ausencia de este tipo de modificacidon no implica necesariamente que la cepa sea
fenotipicamente sensible, ya que la resistencia fenotipica a colistin también puede deberse a un
mecanismo diferente (por ejemplo, formacion de capsulas, bombas de eflujo, etc.).

Para evaluar el desempeno del Mddulo MBT HT LipidART para la deteccion de resistencia a

colistin en Escherichia coli se utilizaron 33 aislamientos pertenecientes al repositorio del

Laboratorio Nacional de Referencia en Resistencia a los Antimicrobianos. En la Tabla 1 se

describen las caracteristicas fenotipicas y moleculares de los aislamientos respecto de colistin,

27 eran resistentes (24 portadores de mcr-1, 2 portadores de mutaciones cromosémicas en
| pmrAy/o pmrBy 1 portador de mcr-2) y 6 sensibles (incluidas las E. coli ATCC 25922 y 35218).

Para la preparacion de las muestras se partié de un cultivo fresco (24hs) en agar sangre y se
utilizo el kit MBT Lipid Xtract segun las indicaciones del fabricante. Los espectros se obtuvieron
en el MALDI Biotyper Sirius, en el modo ion negativo, en un rango de masa de 500-3000 m/z.

Todos los aislamientos clasificados como Lipido A-Modificado por el médulo MBT HT LipidART
correspondieron a aislamientos resistentes a colistin (27/27) y todos los clasificados como Lipido
A-Nativo correspondieron a aislamientos sensibles a colistin (6/6) (Tabla 1).

Tabla 1. Desempeiio del Médulo MBT HT LipidART para la deteccién de resistencia a colistin

en E. coli
CIM Gen Gen Resultado
n Colistin mcr-1 mcr-2 MBT HT LipidART Interpretacion®
24 >4 (R) + - pEtN-Modification Lipido A modificado (R)
1 24(R) - + pEtN-Modification Lipido A modificado (R)
1  24(R) - - Ara4N-Modification Lipido A modificado (R)
1 24(R) - - AT Lipido A modificado (R)

+Ara4N-Modification

*Una interpretacion de lipidoA modificado implica que el aislamiento es resistente (R), en cambio Lipido
A Nativo no implica que el aislamiento sea sensible.
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El médulo MBT HT LipidART mostré una excelente correlacion (100%) entre la deteccién del
lipido A modificado y la resistencia fenotipica a colistin. Constituye una herramienta rapida para
la deteccidn de resistencia a colistin, con un analisis e interpretacién automatizada de los
resultados. Sin embargo, hay que resaltar que los aislamientos podrian portar otros mecanismos
de resistencia a colistin no mediados por las modificaciones en el lipido A. La version vigente de
éste mddulo sélo es capaz de analizar los espectros generados con MALDI Biotyper Sirius, en
modo ion negativo, de extractos lipidicos de E. coli y K. pneumoniae obtenidos mediante el kit
comercial MBT Lipid Xtract.

CASO CLINICO

Identificacion errénea mediante MALDI-TOF MS y su impacto clinico: Neisseria
shayeganii
Dra. Claudia Barberis, Prof.Dr. Carlos Vay

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Hospital de Clinicas José de San Martin,
Departamento de Bioquimica Clinica, Catedra de Microbiologia Clinica, Buenos Aires, Argentina

Durante la rutina de identificacion bacteriana con espectrometria de masas MALDI-TOF MS
(Bruker Biotyper version 13), se detecté una identificaciéon no confiable a partir de una colonia
aislada de una secrecién respiratoria de un paciente con enfermedad respiratoria crénica.
El equipo arrojo un resultado con score 1,58 para Neisseria meningitidis ( Foto 1), lo cual no
cumple con los criterios de confiabilidad del fabricante (score >2.0 para especie) ni con los
criterios ampliados de la literatura (score >1.7 si los tres primeros resultados coinciden). De
haberse aceptado dicho resultado, se hubiera incurrido en una identificacién errénea, con serias

® 217863 No Identification Pos:
Score Detected Species
1.52 Neisseria meningitidis MB_8295 05

142 Neisseria meningitidis C1 2 PGM

1.38 Neisseria meningitidis Serogroup_A |

nr

1,37 Neisseria meningitidis 639 PGM ¥

Foto 1: Resultado de MALDI-TOF con score 1,58 para N. meningitidis

Hallazgos microbiolégicos que orientaron la sospecha

- La morfologia bacilar observada en la coloracion de Gram no era compatible con N.
meningitidis, pero si con otras especies como Neisseria elongata o Neisseria bacilliformis.
- Ante la sospecha de una especie no contenida en la base de datos, se decidié migrar el espectro
a la base MicrobeNet (CDC, Atlanta), donde se identific6 con un score >2.0 a Neisseria

shayeganii, una especie de morfologia bacilar reconocida recientemente (Foto 2).
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Foto 2: Resultado de MicrobeNet identificando N. shayeganii con score >2.0

A Implicancias clinicas

Una identificacion errénea de Neisseria meningitidis podria haber desencadenado:
- Inicio inmediato de tratamiento antibiético empirico innecesario

- Medidas de aislamiento injustificadas

- Notificacidn obligatoria de una infeccidn invasiva no real

- Estrés y preocupacion en el equipo de salud y el entorno del paciente

</ Recomendaciones para evitar errores con implicancia clinica
1. No aceptar scores por debajo del umbral establecido para identificacion a nivel de especie,
aun si la especie aparece repetidamente en el top ten del resultado.
2. Considerar siempre que:

- Scores bajos pueden deberse a una especie no contenida en la base de datos.

- La correlacién con la coloracion de Gram y otras pruebas microbioldgicas es fundamental
para validar el resultado.
3. Utilizar herramientas adicionales para confirmar la identificacion: MicrobeNet
(https://microbenet.cdc.gov/), Secuenciacidén gendmica u otros métodos moleculares de

referencia

Conclusién

Este caso resalta la importancia de una interpretacion critica de los resultados de MALDI-TOF
MS. Una identificacidn precipitada de N. meningitidis, basada en un score no confiable, puede
llevar a decisiones clinicas y epidemiolégicas inapropiadas.

Es fundamental integrar todos los elementos del analisis microbiolégico —morfologia,
contexto clinico, espectros de referencia y bases de datos complementarias— para lograr una
identificacion precisa. Respetar los criterios establecidos por el fabricante o por expertos en el
uso clinico de MALDI-TOF MS es esencial para la seguridad del paciente y la salud publica.
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