53

para la identificacion de especies de enterococos*
&
X

11 min.

En el presente trabajo el Servicio
de Microbiologia del Hospital de Pediatria
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Resumen

El sistema Vitek ha demostrado
una buena correlacién con los métodos
convencionales en la identificacién de
enterococos aislados de materiales clinicos.
Sin embargo, su eficacia ha sido cuestionada
especialmente en la identificacion de
especies menos frecuentes. El objetivo de
este trabajo fue verificar la identificacion de
aislamientos seleccionados de distintas
especies de enterococos a través de este
sistema. Se estudiaron 100 aislamientos de
enterococos: Enterococcus faecalis(25),
Enterococcus faecium(25), Enterococcus
gallinarum(21), Enterococcus casselifla-
vus(2), Enterococcus raffinosus(16), Entero-
coccus durans(4), Enterococcus hirae(2),
Enterococcus mundtii(1) y Enterococcus
avium(4). El criterio empleado fue
considerar como correcta una identificacion
que proveyera mas del 90% de confiabilidad.
Los casos en que se obtuvieron porcentajes
menores fueron corregidos (a) por lectura de
las pruebas impresas por Vitek, (b) por
lectura ocular en el punto final y/o (c) con el
agregado de pruebas adicionales (movilidad
y alfa-metil-D-glucopirandsido). La
identificacion correcta se logré en el 56% de
los aislamientos y con las correcciones
derivadas de a, b y c aumentd al 85%. Se
concluye que elsistema Vitek version VTK-R
9.01 no resulta confiable en la identificacidn
de enterococos si no se efectdan los andlisis
adecuados segun la metodologia expuesta
en este trabajo.

Palabras clave: Vitek; Enterococo; ldenti-
ficacion

Introduccion

El sistema Vitek software version
VTK- R 9.01 (bioMérieux, Marcy ['Etoile,
Francia) es un sistema automatizado de
identificacién bacteriana que ha demos-
trado una alta correlaciéon con métodos
convencionales en la identificacion de
enterococosaislados de materiales clinicos.
Sin embargo, su eficacia ha sido cuestionada
especialmente en la identificacion de
especies menos frecuentes. Esta diferencia
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se debe fundamentalmente a que Entero-
coccus faecalisy Enterococcus faeciumdan
cuenta de mas del 90% de los aislamientos
clinicos y éstas son mas facilmente
identificables que otras especies (1). El
objetivo de este trabajo fue verificar la
identificacion por Vitek de aislamientos
seleccionados de distintas especies de
enterococos.

Materialesy Métodos
MICROORGANISMOS

Se estudiaron 100 aislamientos de
enterococos: 7 cepas de coleccidn y 93 obte-
nidos de materiales clinicos: Enterococcus
faecalis(25), Enterococcus faecium(25),
Enterococcus gallinarum(21), Enterococcus
casseliflavus(2), Enterococcus. Raffino-
sus(16), Enterococcus durans(4), Enteroco-
ccus hirae(2), Enterococcus mundtii(1) y
Enterococcus avium(4).

DISENO

Se empled el sistema Vitek version
VTK-R 9.01 (bioMérieux, Marcy |'Etoile,
Francia) segun las recomendaciones de su
fabricante. Simultaneamente, con el mismo
indculo, se utilizé el esquema de
identificacion bioquimica propuesto por
Texeira y Facklam, como método de
referencia (2). Todos los aislamientos fueron
procesados por ambos métodos por
distintos operadoresy en forma ciega.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El criterio empleado fue consi-
derar como correcta una identificacién que
proveyera mas del 90% de confiabilidad. Los
casos en que se obtuvieron porcentajes
menores fueron corregidos por distintos
métodos:

(a) Por lectura de las pruebas impresas por
Vitek: se tomaron en cuenta aquellas
pruebas consideradas "clave" para la
identificacion de ciertas especies (p. ej.
fermentacion de la rafinosa para E.
raffinosus).

(b) Porlectura ocular de latarjeta en el punto
final: se registraron cambios de color en los

pocillos de las tarjetas en el punto final de
lectura (Fig. 1) y se corrigid la identificacion
en base a pruebas que habian sido mal
evaluadas por el aparato como negativas.
Cabe destacar que el aparato efectiia una
lectura cinética de la reaccion.

(c) Con el agregado de pruebas manuales
adicionales: movilidad y fermentacién del
alfa-metil-D-glucopiranésido (MGP).

.

Figura 1. Lectura de la tarjeta Vitek en el
punto final. En A) y B) el informe del Vitek dio
el mismo resultado: E. avium. A) Prueba de la
rafinosa positiva, permitié identificar
correctamente al microorganismo como E.
raffinosus. B) Prueba de la rafinosa negativa,
permitio asegurar que la identificacion de E.
aviumhabia sido correcta.

Resultados

La identificacidon correcta se logré
en el 56% de los aislamientos: E. faecalis
24/25 (96%), E. faecium 19/25 (76%) y otras
especies 13/50 (26%) (Tablal). Los errores se
observaron en una cepa de E. faecalis mal
identificada como E. faecium, una cepa de E.
faecium mal identificada como E. durans,
dos de E. gallinarum mal identificadas como
E. faecium, una de E. durans mal identificada
como Streptococcus uberis y una de E.
mundtii mal identificada como E. faecium.
Cabe destacar que E. raffinosus no figura en
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la base de datos y que 9 aislamientos de esta permitié descartar E. gallinarum); un caso de impresas de rafinosa y sorbitol fueran
especie fueron identificados como E. aviumy E. faecium / E. durans(tanto manitol como positivas. La rafinosa positiva permitié
los 7 restantes como E. avium /E. gallinarum. arabinosa positivas permitieron descartar E. descartar E. avium y la prueba de sorbitol
En los casos en que se obtuvieron resultados durans) y un caso de E. faecium / E. positiva permitié descartar E. gallinarum.
de buena concordancia pero dificil gallinarum(la inulina positiva permitio Con pruebas manuales adicionales reco-
diferenciacion entre dos especies distintas, descartar E. faecium). En 6 casos de E. mendadas por el boletin técnico del sistema
el analisis de las pruebas impresas permitio raffinosuslos informes de Vitek fueron E. Vitek (MGP y movilidad positivas) se
identificar correctamente 3 aislamientos: un Avium [ E.gallinarum aunque las pruebas identificaron 16 aislamientos como E. galli-
caso de E. gallinarum /E. faecium (la prueba ®
de sorbitol positiva permitié descartar E. -
gallinarum), un caso de E. faecium / E. Tabla I. Resultados obtenidos con el sistemaVitek versién VTK-R 9.01 al emplear distintos ais-
durans (la prueba de arabinosa positiva lamientos de Enterococcus spp. comparados con el método manual de referencia (6).
permitié descartar E. durans) y un caso de E. - - - - -

) ) . Especie N dotal Bien i "YProebas impresas @'Punio fingd TUMGER MOV ™ Mal 10"
raffinosus que fue identificado como E. -

: - ) E. faecalis 25 24 0 0 a 1
avium / E. gallinarum(la prueba de rafinosa E. Fascium -1 19 2 3 o 1
positiva permitié descartar E. avium y la E. galfinarum 21 2 a ] 16 #

. . - E. casselifiavos 2 2 0 o i o
prueba de sorbitol positiva permitié E. raffinosus 16 o i B o g
descartarE. gallinarum). Teniendo en cuenta £. durany 4 3 0 0 0 1

) E. hirae 2 2 0 o o o
otras pruebas que provee el informe del & MR 1 o o o o 1
sistema Vitek (arginina, manitol, arabinosa), E. avium 4 4 a o a o
se logrd la identificacidén correcta final de Tatal 100 56 4 o 16 15
estos microorganismos. Con la lectura en el Bimen | ficasos sdle conmdarangs af inlorme de sdenidicacsdn lnal del ¥Viiea, Cuesndo Vidak dio como rmmufiage “beena con=
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) ) 3 iniorprotecidn do los prustios impresas, con § s se apeld @ uma leciurs de las terjedas por ponto fined tver Figora 1) v oon & =

10 aislamientos: dos casos de E. fGECIUm / E. 8 FRiCgarun prucnas adesionales scperidas por el iatorme de Wilss: altesmetibOaglucopiandsedo (MOPT y Movlidad (RO,
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narum. Con las correcciones descritas, el
porcentaje de identificacién aumenté al
85%.

Discusiony Conclusiones

Las distintas publicaciones en las
que el porcentaje de identificacidn correcta
de enterococos a nivel de especie con esta
version del sistema Vitek fue aceptable
incluyeron principalmente las dos especies
mas frecuentemente aisladas de materiales
clinicos (E. faeciumy E. faecalis). Tanto Jorda
Vargaset al.(3) como Visseret al.(4)
encontraron que todos los enterococos
ensayadosfueron identificados correc-
tamente a nivel de especie con este sistema.
Los primeros ensayaron 22 aislamientos de
enterococos, 14 fueron E. faecalis, 5E.
faecium, y 3 E. avium, mientras que Visseret
al. ensayaron 12 aislamientos de E. faecalis.
Los trabajos que incluyeron especies menos
frecuentes obtuvieron menores porcentajes
de identificacion correcta. Saderet al.(1)
ensayaron un total de 369 aislamientos de
enterococos, de los cuales 125 fueron E.
faecalis, 215 E. faecium, 12 E. gallinarum, 7E.
avium, 4 E. casseliflavus, 3 E. hirae, 2E.
raffinosusy 1 E. solitarius, actualmente
reclasificado como Tetragenococcus solita-
rius(5). Estos investigadores encontraron
que los porcentajes de identificacidn
correcta fueron 98,4%, 98,5%y 89,3% para E.
faecalis, E. faeciumy especies distintas de E.
faecalisy E. faecium respectivamente. Cabe
destacar que en este estudio sélo 29
enterococos pertenecian a este Gltimo grupo
y que no se utilizé el método de referencia
para el total de los aislamientos. Sélo se
evaluaron las discordancias entre APl y
Vitek, a pesar que es conocido que ambas
bases de datos adolecen de defectos
similares. D' Azevedoet al.(6) ensayaron 40
aislamientos de E. faecalis, 14 de E. faeciumy
25 de otras especies y encontraron que los
porcentajes de identificacion correcta
fueron 87,5% para E. faecails, 85,7% para E.
faeciumy 76,9% para especies distintas de E.
faecalis y E. faecium. Bryceet al.(7)
ensayaron 118 aislamientos de E. faecails, 19
de E. faeciumy 3 de E. casseli flavus. Los
porcentajes de identificacion correcta
fueron 89,5% y 98,3% para las especies E.
faecium y E. faecalis respectivamente,

Bioanalisis | Mar - Abr 15

mientras que los tres aislamientos de E.
casseliflavus fueron erré6neamente
identificados como E. faecium. Wilke et al.(8)
publicaron el primer caso de E. raffinosus
resistente a vanco-micina que fue mal
identificado por Vitek como E. avium.
Ligozziet al.(9) ensayaron 55 aislamientos
dekE. faecalis, 28 de E. faeciumy 6 de otras
especies y encontraron que los porcentajes
de identificacion correcta fueron 92,7%,
71,4%, y 50% respectiva-mente. Abeleet
al.(10) evaluaron la capacidad de
identificacién de un sistema mejorado (Vitek
2,software 4.01) y concluyeron que era
necesario agregar pruebas adicionales,
(MGP y movilidad) para resolver algunos
casos en que dicho sistema no lograba
discriminar entre las especiesE. faecium, E.
gallinarum y E. casseliflavus. Los resultados
de este trabajo mostraron que los puntos
débiles encontrados en la identi-ficacién de
enterococos eran fundamentalmente dos:
(a) el sistema no fue capaz de discriminar
entre las especies E. faecium, gallinarumy E.
casseliflavus y (b) se identificd erronea-
mente como E. avium a las bacterias de la
especie E. raffinosus, dado que ésta no figura
enlabase de datos.

Concluyendo, el sistema Vitek
version VTK-R 9.01 no resulta confiable para
la identificacion de enterococos si no se
efectlan los andlisis adecuados segun la
metodologia expuesta en este trabajo.
Probablemente con los nuevos modelos de
Vitek y/o ajustes en las bases de datos
puedan obtenerse resultados mas
alentadores.
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