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1 = INTRODUCCION

La resistencia combinada a multiples antibidticos en
algunas de las principales bacterias patdgenas en
humanos esta aumentando en los Ultimos afos. Este
hecho esta generando una importante amenaza para
la salud publica y para la salud individual de los pa-
cientes, debido a que limita de manera importante las
alternativas terapéuticas frente a las infecciones pro-
ducidas por estos patdgenos.

Aunque se han utilizado diferentes criterios y concep-
tos para definir la multirresistencia (MDR), Magiorakos
et al. la definieron recientemente como la ausencia de
sensibilidad a al menos un antibidtico de tres 0 mas
familias consideradas de utilidad para el tratamiento
de las infecciones producidas por cada una de las es-
pecies bacterianas consideradas. En este mismo tra-
bajo se definio la resistencia extensa (XDR) como la
ausencia de sensibilidad a al menos un antibidtico de
todas las familias excepto una o dos y la panresisten-
cia (PDR) como la ausencia de sensibilidad a todos los
antibidticos de todas las familias habitualmente utiliza-
das en el tratamiento de la bacteria considerada.

La aparicion de MDR afecta tanto a bacterias gram-
positivas como a gramnegativas, sin embargo merece
especial atencion la diseminacion de bacterias gram-
negativas XDR y PDR, en especial Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa y algunas especies
de enterobacterias, principalmente Klebsiella pneumo-
niae.

El mayor impacto clinico de las bacterias MDR se pro-
duce en la infeccion nosocomial en la que suelen verse
afectados pacientes con patologia de base grave. No
obstante, cada vez son mas frecuentes las infeccio-
nes por bacterias MDR de inicio comunitario, gene-
ralmente asociadas a cuidados sanitarios pero tam-
bién comunitarias estrictas, como son las producidas
por Escherichia coli productor de beta-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), o por Staphylococcus au-
reus resistente a la meticilina (SARM).

Las bacterias MDR mas prevalentes suelen presen-
tar una alta capacidad de diseminacion epidémica,
no solo intrahospitalaria sino también inter- y extra-
hospitalaria. Ademas, la posibilidad de transferencia
horizontal de la MDR a través de diversos elementos
genéticos moviles afade mayor gravedad al proble-
ma y favorece la aparicion de brotes. La presencia de
pacientes colonizados por este tipo de bacterias es

una de sus principales vias de propagacion. La con-
tencion de esta expansion es una prioridad asistencial
en los centros sanitarios, asi como una prioridad de
salud publica reconocida por las principales institucio-
nes nacionales e internacionales. Por tanto, ademas
del conocimiento generado por el diagnéstico micro-
bioldgico de los pacientes infectados, son necesarios
los estudios de vigilancia microbiologica locales que
permitan una deteccion precoz de los pacientes colo-
nizados por este tipo de bacterias.

En 2007, la Sociedad Espafiola de Enfermedades In-
fecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) publicd un
Procedimiento de Microbiologia Clinica titulado “Cul-
tivos de vigilancia epidemiolégica de bacterias resis-
tentes a los antimicrobianos de interés nosocomial” (n°
26). Desde entonces se han producido importantes
cambios tanto en la epidemiologia de las bacterias
MDR en Espanfa, principalmente con la irrupcion y ra-
pida dispersion de las enterobacterias productoras de
carbapenemasas (EPC), como en los métodos mole-
culares para el diagndéstico rapido de muchas de estas
bacterias.

El presente documento pretende actualizar y com-
plementar la informacion previamente recogida en el
procedimiento de 2007 adaptandolo a las condiciones
epidemioldgicas y técnicas actuales; por tanto se re-
mitira a las recomendaciones recogidas en 2007 que
sigan vigentes, realizando un desarrollo mas pormeno-
rizado de aquellas técnicas mas novedosas.

Aunque muchas son las especies bacterianas que
ocasionalmente pueden generar brotes en los centros
sanitarios, en este documento se abordan aquellas
de mayor interés debido a su frecuencia, su impacto
clinico y epidemioldgico vy las dificultades terapéuticas
que suponen: SARM, Enterococcus spp. resistente a
los glucopéptidos (ERG), enterobacterias productoras
de BLEE o de beta-lactamasas plasmidicas de tipo
AmpC (AmpC-p), EPC, A. baumannii multirresistente
y P aeruginosa multirresistente.

Las opciones metodoldgicas disponibles en la actua-
lidad para la deteccion de colonizacion por bacterias
multirresistentes son multiples lo que permite diferen-
tes aproximaciones en funcion de las caracteristicas
de cada caso. La informacion general recogida en este
documento debe considerarse como una estructura
matriz que se beneficiara de una adecuada adaptacion
a las necesidades especificas de cada centro estable-
cidas por el equipo multidisciplinar de control de la in-
feccion nosocomial de cada centro.
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2. DIFERENTES ABORDAJES DE LA VIGI-
LANCIA MICROBIOLOGICA: CONSIDERA-
CIONES GENERALES

2.1. RECOGIDA, TRANSPORTE,
CONSERVACION Y PROCESAMIENTO DE
LA MUESTRA

La toma de la muestra, su transporte y su conserva-
cion para cultivos de vigilancia se realizaran siguiendo
las recomendaciones generales de la SEIMC en su
Procedimiento de Microbiologia Clinica n°® 1a: “Reco-
gida, transporte y procesamiento general de las mues-
tras en el laboratorio de Microbiologia.”

Como con cualquier otra muestra recibida en el Labo-
ratorio de Microbiologia, se debe comprobar que esta
correctamente identificada, que se recibe en cantidad
suficiente y que se han cumplido las condiciones de
transporte y conservacion adecuadas. Ademas debe
constar explicitamente que la solicitud corresponde
a un “cultivo de vigilancia microbiolégica” asi como la
bacteria y problema de resistencia a vigilar, ya que en
funcion de ello se debe evaluar la adecuacion del tipo
de muestra a la prueba solicitada. A titulo orientativo,
en la Tabla 1 se recogen las localizaciones de mayor
interés para la busqueda con fines epidemioldgicos
de los patdgenos multirresistentes considerados. Se
recomienda procesar la muestra a la mayor celeridad
posible en un tiempo inferior a 24 horas; si no se va
a procesar de manera inmediata es recomendable su
conservacion a 2-8°C para facilitar la recuperacion de
la bacteria a vigilar evitando el sobrecrecimiento de la
microbiota comensal.

La toma de muestras en la vigilancia microbioldgica
de SARM va dirigida a detectar pacientes o personal
sanitario colonizados por este microorganismo. En
diferentes estudios se han evaluado multiples mues-
tras, como el exudado nasal y faringeo, perineal, axi-
lar, orina, heces o exudado vaginal. Aunque muchas
de estas muestras pueden ser validas, es aconseja-
ble emplear las que son mas rentables a efectos de
la vigilancia. En estudios previos de colonizacion por
SARM, la sensibilidad observada en funcion del tipo
de muestra ha sido: 31-48% el exudado faringeo, 19-
38% el exudado perineal, 78-82% el exudado nasal,
85-92% el nasal junto con el faringeo, 88-93% el nasal
junto con el perineal, y 98% la triple toma nasal, farin-
geay perineal. Por tanto, se considera que el exudado
nasal es la muestra méas adecuada si se elige una uni-
ca muestra para los cultivos de vigilancia. El exudado

de piel de la zona perineal-perirrectal no se aconseja
como muestra Unica. Determinadas muestras especi-
ficas pueden ser Utiles en el caso de pacientes con
ventilacion mecanica o traqueostomia (muestra respi-
ratoria), solucion de continuidad en la piel (exudados
de Ulceras o heridas) o sonda vesical (orina). Existen
estudios que sugieren diferencias importantes, en
cuanto a un incremento en la deteccion de S. aureus
en muestras nasales, cuando se utilizan torundas con
una punta cubierta con fibras de nylon en combinacion
con un medio liquido de transporte (ESwab®).

El tracto gastrointestinal de los pacientes ingresados
constituye el principal reservorio de enterobacterias
multirresistentes y ERG en el ambiente hospitalario.
Por este motivo, las muestras mas habituales para el
cultivo de vigilancia de ERG son las muestras rectales
y las de heces. En determinadas situaciones clinicas,
como ya se ha especificado en el caso de SARM, se
pueden aceptar otras muestras como la orina y los
exudados de herida. En circunstancias especiales en
que se requiera el estudio de contaminacion ambien-
tal se analizaran muestras procedentes de las superfi-
cies proximas al paciente y del instrumental médico en
contacto con él.

Dada la complejidad de la epidemiologia de las infec-
ciones por A. baumannii multirresistente, es adecua-
do considerar la toma de muestras tanto del pacien-
te como de muestras ambientales. Las muestras de
vigilancia que se han evaluado mas frecuentemente
incluyen esputo y exudado de traqueostomia, heridas,
axila/ingle y frotis rectal. La efectividad del cribado
se incrementara si se realiza un muestreo de distin-
tas zonas anatomicas del cuerpo; un estudio espanol
muestra una sensibilidad mayor del 90% cuando se
combinan muestras de diferentes localizaciones (por
ejemplo axilar-rectal, axilar-faringea o faringea-rectal).
Las muestras ambientales a considerar pueden ser
muy diversas; se ha descrito contaminacion por A.
baumannii en los equipos de respiracion asistida, liqui-
dos diversos, medicaciones multidosis, ropa de cama,
transductores de presion no desechables y carros de
curas, entre otros.

De igual forma, los cultivos de vigilancia para P aeru-
ginosa multirresistente pueden contemplar la toma de
muestras de pacientes y muestras del medio ambiente
y equipos de atencion sanitaria. Son particularmente
Utiles las muestras respiratorias incluyendo esputo,
frotis faringeo, exudado de traqueostomia, etc. La co-
lonizacion intestinal por R aeruginosa multirresistente
se detecta con cierta frecuencia en el frotis rectal.
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Tabla 1. Indicaciones orientativas sobre el interés cualitativo de diferentes muestras clinicas para la
investigacion de patégenos multirresistentes con fines epidemioldgicos.

Muestra clinica

Microorganismo

SARM - + ++++ +++ +++ ++
Enterococcus spp.

resistente a los ++++ ++++ - - +++ ++
glucopéptidos

Enterobacterias

productoras de it et _ ) + et
BLEE, AmpC-p y

carbapenemasas

A BEUITENY ++++ ++++ ++++ - ++++ +++ +++
multirresistente

7 Sl +++ +++ ++++ - ++++ +++ +++
multirresistente

*En la Tabla se mencionan determinadas muestras especificas que pueden ser Utiles en circunstancias especificas como
es el caso de pacientes con ventilacion mecanica o traqueostomia (muestra respiratoria), solucion de continuidad en la piel
(exudados de Ulceras o heridas) o sonda vesical (orina).

2.2. METODOS TRADICIONALES BASADOS
EN EL CULTIVO. MEDIOS CROMOGENICOS

La seleccion de medios de cultivo y condiciones de
incubacion para asegurar un rendimiento 6ptimo en la
recuperacion de bacterias multirresistentes esta revi-
sada previamente en el Procedimiento de Microbiolo-
gia clinica de la SEIMC n° 26: “Cultivos de vigilancia
epidemiolégica de bacterias resistentes a los antimi-
crobianos de interés nosocomial”.

La inoculacion de cualquiera de las muestras des-
critas en la Tabla 1 en un medio de cultivo, con una
orientacion diagndstica o con fines epidemiolégicos,
es la practica habitual en los laboratorios de micro-
biologia. Considerando el caracter de multirresis-
tencia de la mayoria de las bacterias implicadas, es
necesario emplear medios selectivos que eviten el
crecimiento de la microbiota sensible. La eleccion
de un medio u otro, asi como de las concentracio-
nes de antibidtico a usar, vendra condicionado por
la especie bacteriana y por la situacion epidemiolégi-
ca local del centro donde se va a realizar el cribado.
Una vez aisladas las colonias en el medio selectivo,
se procedera a la identificacion del microorganismo
a través de métodos bioquimicos, fenotipicos, mole-
culares o protedmicos. Sin embargo, en las muestras
de vigilancia microbioldgica, el uso de medios de cul-

tivo cromogénicos puede ser muy Util. Estos medios
permiten la diferenciacion o seleccion de muchos mi-
croorganismos usando un sustrato cromogénico que
da como resultado un color caracteristico de cada
género/ especie bacteriana. La incorporacion de di-
ferentes antibidticos en el medio de cultivo lo hace
mas selectivo permitiendo solo el crecimiento del mi-
croorganismo resistente. Basicamente, las bacterias
a estudiar suelen caracterizarse por tener enzimas
especificas que son responsables de la escision del
sustrato en el interior del cromdgeno. El enzima bac-
teriano libera el croméforo y pueden ser detectados
visualmente mediante la observacion de un cambio
de color en el medio. Sus principales ventajas son: i)
la reduccion del tiempo en dar el resultado; ii) un solo
medio sirve para la deteccion de mas de un orga-
nismo; iii) la interpretacion del resultado es visual sin
necesidad de equipamiento complejo; iv) la elimina-
cion en su mayoria de analisis bioquimicos complejos
para la identificacion del patdgeno, aunque en mu-
chos casos se requieren pruebas confirmatorias; y v)
la capacidad de realizar pruebas adicionales sobre la
propia colonia aislada en el medio.

Estos medios de cultivo cromogénicos son por tanto
especificos de cada microorganismo y seran discuti-
dos de manera individual en los apartados correspon-
dientes de este documento.

.
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2.3. METODOS MOLECULARES

Los métodos moleculares, en sus distintas vertientes,
permiten la identificacion rapida del microorganismo
resistente, a través de la deteccion del gen/es de re-
sistencia al antibidtico implicado. Esto tiene una impor-
tancia capital en algunas situaciones de control epide-
miologico de la infeccion, especialmente en el caso de
brotes nosocomiales. Su principal ventaja respecto a
los métodos basados en cultivo es la posibilidad de dar
un resultado en la misma jornada de trabajo, habitual-
mente entre 1-3 horas tras la recepcion de la muestra.
Es importante resaltar su mayor sensibilidad respecto
a los métodos basados en el cultivo y enfatizar la po-
sibilidad de aplicacion directa sobre muestra clinica,
lo cual es tremendamente importante para tomar de-
cisiones de control de la infeccion y epidemioldgicas.
Como inconvenientes, cabe resaltar que solo identifica
aquellos genes de resistencia disefiados en el ensayo,
y que muchas veces requiere de un cultivo posterior
para la realizacion de estudios de sensibilidad antibio-
tica o de tipificacion molecular. Los mas utilizados en
la préactica clinica y con mejor coste-efectividad son
aquellos basados en PCRs a tiempo real con sondas
Tagman, aunque hay otras modalidades de mayor o
diferente complejidad.

El mayor coste econdmico de las pruebas molecula-
res respecto a los métodos basados en el cultivo es
un aspecto importante a valorar a la hora de decidir
su posible introduccion en la practica clinica. Un ar-
gumento que se utiliza para sustituir el método de
cultivo por los métodos moleculares es que el au-
mento del coste se puede justificar por la mejoria en
los cuidados de los pacientes. Estos se traducen en
una disminucion en la transmision y en el nimero de
infecciones por bacterias multirresistentes y, conse-
cuentemente, en una reduccion en la morbi-mortali-
dad y en el coste de los cuidados sanitarios. Esta ar-
gumentacion no ha sido uniformemente demostrada
en los estudios de vigilancia donde se han aplicado
las técnicas moleculares. La generalizacion de estas
pruebas moleculares para la vigilancia de bacterias
multirresistentes es un tema a debate, pero depen-
diendo de los programas de vigilancia y control de la
infeccion de los diferentes hospitales pueden existir
pacientes y determinadas circunstancias epidemiolo-
gicas en los que las pruebas moleculares pueden ser
muy Utiles y coste-eficaces.

En cada apartado de este documento y para cada me-
canismo de resistencia en cada patdégeno concreto, se
discutira la cartera de servicios o posibilidades dispo-

nibles para realizar un diagndéstico molecular con fines
de control epidemioldgico.

2.4. METODOS PROTEOMICOS

LLa identificacion microbiana basada en métodos pro-
tedmicos a través de MALDI-TOF ha revolucionado la
practica clinica diaria en los laboratorios de Microbio-
logia. Algunos estudios recientes estan ademas de-
mostrando la posibilidad de detectar mecanismos de
resistencia a antimicrobianos, fundamentalmente enzi-
mas BLEE y carbapenemasas, ya sea en aislados cli-
nicos bacterianos, en muestras clinicas con alta carga
bacteriana o en los frascos de hemocultivos positivos.
Estos ultimos aun no estan totalmente implementados
en los laboratorios de Microbiologia y requieren mayor
validacion, pero aun asi se postulan como un método
rapido muy prometedor para detectar microorganis-
MOos con mecanismos de resistencia a antimicrobianos
especificos.

No existen recomendaciones especificas sobre el
método preferido para detectar el estado de portador
de bacterias multirresistentes. La eleccion del méto-
do de cribado dependera en gran medida de la poli-
tica de control de la infeccion que se lleve a cabo en
el hospital (vigilancia activa o no, universal o en deter-
minados servicios clinicos o pacientes, si se realiza o
no aislamiento preventivo, etc.) asi como de la epide-
miologia y prevalencia local del patégeno/resistencia
a vigilar. Otros factores a considerar son el tipo de
institucion u hospital, infraestructura del laboratorio,
experiencia del personal, y recursos disponibles en
el laboratorio. En cualquier caso el cribado deberia
incluir al menos los pacientes con alto riesgo de estar
colonizados por bacterias multirresistentes como son
aquellos ingresados en UCIs, trasplantados, inmuno-
deprimidos o procedentes de hospitales o paises con
una alta prevalencia de este tipo de cepas. La detec-
cion de un paciente infectado y/o colonizado por una
de estas bacterias obliga a incluir en el estudio de
vigilancia a los otros pacientes que hayan mantenido
contacto epidemioldgico con él (misma habitacion,
mismo servicio, mismas pruebas diagnéstico/tera-
péuticas...). Por otra parte, un tema a debate en la
literatura cientifica reciente es qué estrategia es mejor
para reducir las infecciones por determinadas bac-
terias multirresistentes como por ejemplo el SARM:
descolonizacion universal (banos de clorhexidina y
mupirocina nasal) en todos los pacientes de determi-
nados servicios clinicos como UCIs versus vigilancia
activa y descolonizacion selectiva de los pacientes
colonizados.
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3. Staphylococcus aureus RESISTENTE A
LA METICILINA (SARM)

3.1. IMPACTO CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO

S. aureus es un microorganismo que habitualmente
coloniza a los seres humanos. Sin embargo, en de-
terminadas circunstancias puede comportarse como
un patdégeno oportunista y ser la causa de una gran
diversidad de infecciones. La primera cepa de SARM
se describié en 1961, pocos meses después del inicio
de la utilizacion clinica de la cloxacilina. En las Ultimas
décadas, la prevalencia de SARM ha aumentado de
forma importante, convirtiéndose en un patdbgeno muy
relevante en la infeccion hospitalaria. Los datos del
European Antimicrobial Resistance Surveillance Net-
work (EARS-Net) de 2013 muestran una prevalencia
de SARM del 22,6% en aislamientos de sangre en Es-
panay del 18% en el total de los paises europeos par-
ticipantes. En Espana, existen variaciones importantes
en su prevalencia dependiendo del area geogréfica y
del tipo de hospital.

La resistencia a meticilina/oxacilina se puede detectar
fenotipicamente mediante determinacion de la CMI,
pruebas de difusion disco-placa, o mediante la detec-
cion de la proteina PBP2a; y genotipicamente median-
te PCR. La cefoxitina es un marcador muy sensible y
especifico para la deteccion de resistencia a la metici-
lina en S .aureus, y es el antibiético de eleccion para
el método de difusion con disco. El principal mecanis-
mo de resistencia es la produccion de una proteina
de unioén a la penicilina (PBP2a), codificada por el gen
mecA, que presenta baja afinidad por los antibiéticos
beta-lactamicos, a excepcion de una nueva clase de
cefalosporinas como es la ceftarolina o el ceftobipro-
le. En el ano 2011 se describié un gen homdlogo de
mecA denominado mecC. Se han aislado cepas de
SARM con mecC en humanos y en una gran variedad
de animales. Los estudios retrospectivos han demos-
trado que estas cepas de SARM ya estaban presentes
en el aho 1975 en Dinamarca, y en otros paises como
Espana en el ano 2008. Las cepas con mecC no se
detectan mediante las pruebas de laboratorio basadas
en la amplificacion del gen mecA o en la aglutinacion
de la proteina PBP2a.

Ademas, la deteccion del gen mec permite la diferen-
ciacion de otras cepas de S. aureus, muy poco fre-
cuentes, con bajo nivel de resistencia a la meticilina
debido tanto a alteraciones de las PBPs (denomina-
das “moderately resistant S. aureus” MODSA) como
a hiperproducciéon de beta-lactamasa (denominadas

“bordeline oxacillin-resistant S. aureus” BORSA). El
protocolo que se desarrolla a continuacion se refiere a
S. aureus que contiene el gen mec.

3.2. METODOS BASADOS EN EL CULTIVO

3.2.1. Seleccioén de medios de cultivo y condi-
ciones de incubacion

La deteccion de colonizacion por SARM basada en
el cultivo es la técnica tradicionalmente usada en los
laboratorios de Microbiologia. La utilizacién de un me-
dio convencional, no selectivo, como agar sangre no
sirve para la deteccion de SARM, ya que permite el
crecimiento de otras especies bacterianas y de pobla-
ciones de S. aureus con diferentes sensibilidades a los
antibioticos. Por ello, se recomienda la utilizacion de
medios de cultivo selectivos y diferenciales que permi-
ten obtener resultados de forma rapida (24-48 horas).

Existen multiples medios de cultivo selectivos y dife-
renciales que pueden ser utilizados para la deteccion
de SARM. Los mas utilizados son el agar manitol-sal
(AMS o medio de Chapman) y los de agar cromogéni-
co. El medio AMS puede prepararse facilmente en el
laboratorio y suplementarse con cefoxitina (4 mg/L).
LLa combinacion de una placa de AMS y otra de AMS-
cefoxitina permite la deteccion de SARM, y eventual-
mente, la colonizacion por cepas de S. aureus sensi-
bles a meticilina (SASM). Un estudio que evaluaba el
medio de AMS-cefoxitina con una gran variedad de
cepas de SARM y SASM a diferentes concentracio-
nes bacterianas, mostrd una sensibilidad del 96% vy
una especificidad del 100% después de 48 horas de
incubacion. Es importante tener en cuenta la posibili-
dad de resultados falsos positivos con algunas espe-
cies de estafilococo coagulasa negativa, enterococos,
e incluso con alguna bacteria gramnegativa. También
pueden darse resultados falsos negativos con cepas
de S. aureus manitol-negativo y con variantes de S.
aureus de colonia pequena.

Actualmente existen disponibles diferentes medios
cromogénicos comerciales. Estos medios incorporan
cromogenos para diferenciar S. aureus de otros pa-
tégenos y antibidticos para el crecimiento selectivo de
SARM. Los estudios que han evaluado la utilidad de
los medios cromogénicos han mostrado resultados
variables. En general, a las 24 horas de incubacion la
especificidad es alta para todos los medios de cultivo,
pero la sensibilidad varia entre los diferentes medios y
los diferentes estudios. La prolongacion del tiempo de
incubacion a 48 horas aumenta la sensibilidad, pero
en general reduce la especificidad. Un estudio reciente
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que evaluaba cinco medios cromogénicos, [Brilliance
MRSA agar (Oxoid), ChromolD (bioMérieux), MRSASe-
lect (Bio-Rad), CHROMagar (CHROMagar Microbiolo-
gy), y BBL-CHROMagar (BD Diagnostics)], mostro, tras
24 horas de incubacion, una sensibilidad del 90% para
el medio Brilliance MRSA agar y del 81%-83% para el
resto de medios, y una especificidad del 87% para el
medio Brilliance MRSA agar y del 97 al 99% para el
resto de medios cromogénicos. La evaluacion de los
diferentes medios de cultivo a las 48 horas mostraba
una sensibilidad entre el 93 y el 96%, y una especifi-
cidad entre el 69 y el 98%. Otro estudio que evaluaba
tres medios de cultivo [BBL CHROMagar MRSA Il (BD
Diagnostic), MRSASelect (Bio-Rad), y Spectra MRSA
(Remel)] para la deteccion de SARM en muestras na-
sales alas 24 horas, y los comparaba con el cultivo en
agar sangre (identificacion y deteccion de resistencia
a cefoxitina mediante métodos habituales), mostraba
una sensibilidad del 84-88% y una especificidad del
92-98%. Los estudios publicados muestran que exis-
ten resultados falsos positivos debidos a la interpreta-
cion del color de las colonias en alguno de estos me-
dios cromdgénicos. Los resultados falsos negativos
se producen, en general, por una escasa carga bac-
teriana en la muestra clinica. También es importante
tener en cuenta las variantes de colonia pequena de S.
aureus. En base a los estudios publicados, no existen
recomendaciones absolutas a favor o en contra de un
determinado medio cromogénico.

Algunos estudios han mostrado que la preincubacion
de las muestras en un medio liquido de enriquecimien-
to selectivo, como por ejemplo caldo Mueller-Hinton
o tripticasa-soja suplementados con cloruro sédico al
6,5%, aumenta significativamente la sensibilidad de
los medios cromogénicos para la deteccion de SARM.
Una posible limitacion de esta estrategia seria el retra-
S0 en un dia de la obtencion de resultados.

3.2.2 Pruebas de confirmacion y criterios para
la interpretacidon de los resultados

La ventaja de utilizar medios de cultivo selectivos y di-
ferenciales es la posibilidad de emitir resultados positi-
vos (deteccion de SARM) a las 24 horas de incubacion.
Sin embargo, el tiempo recomendable de incubacion
de los diferentes medios de cultivo para emitir un in-
forme definitivo en que no se detecta SARM es de 48
horas.

Debido a los posibles falsos positivos en la identifica-
cion, parece recomendable confirmarla mediante un
método alternativo rapido. En estos casos, se reco-
mienda la realizacion de una prueba de coagulasa,

aglutinacion con latex o la identificacion mediante
MALDI-TOF.

Respecto a la confirmacion de la resistencia a la meti-
cilina en S. aureus mediante el método de difusion en
placa, se recomienda usar un disco de cefoxitina (30
ug) y realizar la lectura a las 24 horas; se considera re-
sistencia si el halo de inhibicion es < 22 mm [European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST) 2015]. La cefoxitina es un potente inductor de
la produccion de PBP2a, ello hace que sea mas pre-
coz que la propia oxacilina en la deteccion de resis-
tencias y que la lectura del halo de inhibicion sea mas
facil. Ademas, es de gran utilidad en la deteccion de
cepas de S. aureus con expresion heterogénea de la
resistencia a meticilina. No se recomienda realizar el
método de difusion con el disco de oxacilina.

Muchos laboratorios de microbiologia utilizan sistemas
automatizados o comerciales para el estudio de la sen-
sibilidad a antibidticos en S. aureus. Estos sistemas
han incluido cefoxitina y oxacilina para la deteccion de
SARM. Los puntos de corte establecidos para consi-
derar resistencia son CMI >4 mg/L para cefoxitina, y
CMI >2 mg/L para oxacilina. Las cepas de S. aureus
con CMI de oxacilina >2 mg/L y de cefoxitina de <4
mg/L son muy poco frecuentes. Asimismo, un estudio
reciente con el sistema Vitek 2 analizé 896 aislamien-
tos de S. aureus (SARM-mecA, SARM-mecC, y SASM
mec-negativos) y encontrd que el perfil de resistencia
“oxacilina-S y cefoxitina-R” era sugerente de SARM
mecC-positivo. En un principio, la interpretacion de
los resultados discrepantes entre la cefoxitina y oxaci-
lina deberia resolverse a favor del resultado resistente
(EUCAST 2015). En estos casos, la recomendacion es
estudiar fenotipicamente y genotipicamente (mecA o
mecC) las cepas de S. aureus.

La resistencia a meticilina también se puede confirmar
mediante la aglutinacion de particulas de latex recu-
biertas con anticuerpos monoclonales de la proteina
PBP2a. Es una prueba muy sensible y especifica. Los
aislamientos que producen pequenas cantidades de la
proteina PBP2a pueden dar resultados débiles o enlen-
tecer la reaccion de aglutinacion. Es importante tener
en cuenta que los ensayos basados en la deteccion
de PBP2a (mecA) daran lugar a resultados negativos
cuando se analicen cepas de SARM mecC-positivas.

Una informacion complementaria, que puede ser Util
en los programas de vigilancia de SARM, es la monito-
rizacion de la resistencia a mupirocina. Este antibiotico
se utiliza tépicamente para la descolonizacion nasal.
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Diferentes estudios han demostrado que su uso masi-
VO incrementa la resistencia de alto nivel (>256 mg/L),
que es la que tiene implicaciones clinicas.

3.2.3. Informacidn de los resultados

La informacion de los resultados dependera de las
muestras y de los medios de cultivo utilizados. Es
importante tener en cuenta que este protocolo esta
orientado a la deteccion de SARM en muestras cli-
nicas de vigilancia. Una informacion rapida y precisa
tendra impacto en los programas de control de la in-
feccion hospitalaria.

A. Si se utiliza un medio cromogénico:

1. Sialas 48 horas no hay colonias con la colo-
racion caracteristica definida por el fabricante
para SARM, se informara: “No se aisla S. au-
reus resistente a la meticilina” (SARM negativo).

2. En caso de aislarse un microorganismo con la
coloracion caracteristica definida por el fabri-
cante, se informara: “Se aisla S. aureus resis-
tente a la meticilina” (SARM positivo).

B. Sise utiliza agar manitol-sal con y sin cefoxitina:

1. Sialas 48 horas no hay colonias manitol positi-
vas, ni compatibles con S. aureus, se informa-
ra: “No se aisla S. aureus resistente a la metici-
lina” (SARM negativo).

2. Sise aisla un microorganismo manitol positivo
en ambos medios, y se confirma la identifica-
cibn como S. aureus, se informara: “Se aisla S.
aureus resistente a la meticilina” (SARM posi-
tivo).

3.3. METODOS MOLECULARES

La necesidad de obtener un resultado rapido en los
estudios de vigilancia de SARM ha favorecido el desa-
rrollo de pruebas moleculares para su deteccion. Es-
tos métodos rapidos incluyen principalmente la ampli-
ficacion por PCR a tiempo real y permiten la obtencion
de resultados entre las dos y seis horas.

Actualmente, los métodos basados en la reaccion de
PCR para la deteccion del gen mec son considerados
de referencia para la deteccion de SARM. La detec-
cion del gen mec permite la diferenciacion de otras
cepas de S. aureus, muy poco frecuentes, MODSA vy
BORSA. Existen diferentes métodos comerciales que
permiten la deteccion del gen mecA en aislamientos
de S. aureus. Las cepas de SARM con un resultado

de PCR mecA negativo deberian ser estudiadas por la
posible presencia del gen mecC. Los laboratorios de
Microbiologia deberian considerar esta posibilidad e
incorporar estrategias moleculares que detecten mecA
y mecC. Recientemente, se han desarrollado métodos
comerciales que incluyen la deteccion del gen mecC.

3.3.1 Tipos de métodos moleculares y selec-
cion

Los métodos comerciales que se han aprobado para
uso diagndstico se han validado principalmente en
muestras nasales. Estos estudios de validacion pre-
sentan una gran variabilidad metodolégica, algunos
métodos comerciales han sido extensamente evalua-
dos y de otros existen muy pocas referencias. Ade-
mas, una de las principales limitaciones a la hora de
comparar los diferentes métodos comerciales es que
no existe una prueba de referencia (gold standard) con
la que comparar. En general, estos estudios muestran
una sensibilidad y especificidad que oscilan entre 82-
100% y 64-99%, respectivamente. La Tabla 2 recopila
informacion seleccionada sobre diferentes métodos
comerciales utilizados en la practica clinica.

3.3.2 Criterios para la interpretacion e infor-
macion de los resultados

Un aspecto importante en este tipo de métodos es
que permitan distinguir entre colonizacion por SARM y
una colonizacion mixta por SASM y por estafilococco
coagulasa negativa resistente a la meticilina. Algunas
pruebas moleculares combinan la deteccion de un gen
especifico de S. aureus y del gen mecA. Otros méto-
dos tienen como diana la region de union SCCmec-
orfX. Aungue esta region se ha considerado especifica
de SARM, presenta cierta variabilidad, lo que puede
generar una disminucion en la sensibilidad de deter-
minados métodos. Por otra parte, algunas cepas de
SASM pueden contener fragmentos de la estructura
del SSCmec remanentes (gen mec-negativo) y dar re-
sultados falsos positivos. Ademas, la mayoria de los
ensayos moleculares comerciales no detectan las ce-
pas de SARM portadoras del gen mecC.

Otras consideraciones importantes sobre los mé-
todos moleculares tienen que ver con las muestras,
trabajo técnico, tiempo en la obtencion de resultados
y prevalencia de SARM en la poblacion. Respecto a
las muestras, aunque muchas de estas técnicas han
sido aprobadas para muestras nasales, se han utili-
zado también en otras muestras clinicas (faringeas,
perineales/rectales) con buenos resultados. Incluso
algun estudio sugiere un incremento en la sensibilidad
cuando se realiza la prueba molecular en una mezcla
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Tabla 2. Caracteristicas de los métodos moleculares comerciales para deteccion de SARM en muestras

nasales.

BD GeneOhm MRSA (BD 81-100% 89-97%

Diagnostics) SCCmec-orfX 2 5 horas No detecta

BD MAX MRSA Assay* ’ 87 5% 97 1% mecC

BD MAX MRSA XT Assay** =70 R

Xpert MRSA assay No detecta

(Cepheid) SCCmec-orfX mecC

Xpert MRSA/SA Nasal spa, mecA, 1,5 horas 86-98% 90-95% Las muestras

assay*** SCCmec-orfX se procesan

Xpert MRSA Gen 3** individualmente

Genotype MRSA Direct | 506 mec-orfx| 4 horas 70-94,6% |  96-98% No detecta

(Hain) mecC

Gen

H)fplex S_taphyloResnst especifico de 4.5-6 horas 92-98% 84-96% No detecta

(BioTrading) S. aureus 'y mecC
mecA

LC MRSA advanced Test | g0 mec-orfx | 4 horas 833-98.3% | 908-09% | o detecta

(Roche) mecC

* Ensayo automatizado en el sistema BD MAX (BD Diagnostics). Lepainteur M, et al J Clin Microbiol 2015.

** Detecta los genes mecA 'y mecC

** Detecta SARM y SASM

de muestras clinicas de diversas localizaciones. Res-
pecto a los aspectos técnicos, aunque existen diferen-
cias importantes de procedimiento entre los métodos
comerciales, en general la realizacion de las técnicas
es cada vez mas sencilla. Algunos de estos métodos
Unicamente requieren la dispensacion de la muestra,
e incluso estan totalmente automatizados. Aunque la
mayoria permiten obtener resultados en horas, existe
cierta variabilidad entre ellos y no siempre la ventaja de
la rapidez se sincroniza con los horarios de trabajo de
los laboratorios. A la hora de la eleccion de un método
molecular también es importante conocer la prevalen-
cia de SARM en la poblacion donde se va aimplemen-
tar esta prueba. Estos métodos tienen en general una
alta sensibilidad y un alto valor predictivo negativo. En
lugares con baja prevalencia los resultados negativos
son Utiles para descartar SARM. Los resultados posi-
tivos requeririan confirmacion mediante cultivo. En lu-
gares con alta prevalencia de colonizacion por SARM,
estos métodos se podrian utilizar como prueba defini-
tiva para identificar portadores de SARM.

3.3.3 Informacioén de los resultados
A la hora de informar los resultados es importante te-
ner en cuenta que los métodos moleculares detectan

la presencia o ausencia de ADN de SARM. En el con-
texto de un estudio de colonizacién nasal en pacientes
que no han recibido tratamiento de descolonizacion,
un resultado positivo equivale a “SARM positivo” (se
detecta SARM), y un resultado negativo a “SARM ne-
gativo” (no se detecta SARM). Un resultado positivo
no necesariamente indica la presencia de bacterias
viables. Esto se puede observar en pacientes que han
recibido tratamiento antibidtico para descolonizacion
nasal, y este resultado no indica un fracaso en el tra-
tamiento. Por otra parte, un resultado negativo de una
prueba molecular en una muestra nasal no excluye
que el paciente pueda estar colonizado en otras loca-
lizaciones anatomicas.

En general, la informacion de resultados con las prue-
bas moleculares es la siguiente:

1. “SARM positivo: se detecta ADN de SARM”. Se
interpreta como colonizacion nasal por SARM.

2. “SARM negativo: no se detecta ADN de SARM”.
Se descarta la colonizacion nasal por SARM.

3. “Resultado indeterminado o no valido”. Esto pue-
de ocurrir por algun fallo en el procedimiento téc-
nico, y habitualmente el programa informatico de
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interpretacion de los resultados indica el tipo de
error. Se requiere nueva muestra.

4. Enterococcus spp. RESISTENTE A LOS
GLUCOPEPTIDOS (ERG)

4.1. IMPACTO CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO

Los enterococos forman parte de la microbiota de hu-
manos y animales. Aunque se han descrito mas de
20 especies, Enterococcus faecalis (~80-90%) y En-
terococcus faecium (~5-10%) son las especies que
causan la mayoria de las infecciones en humanos.
Estos microorganismos son responsables de aproxi-
madamente el 10% de las infecciones relacionadas
con la asistencia sanitaria, principalmente infecciones
de la herida quirtrgica (14,5%), infecciones del tracto
urinario (12,5%), y bacteriemias (8,2%). E. faecium y E.
faecalis son capaces de sobrevivir en el ambiente en
condiciones adversas, lo que facilita su diseminacion y
transmision entre pacientes. Entre las razones por las
gue estos microorganismos sobreviven en el ambien-
te hospitalario se incluyen su resistencia intrinseca a
multiples antibioticos (incluidas penicilinas resistentes
a penicilinasas, cefalosporinas y aminoglucosidos en
concentraciones bajas), y su capacidad de desarrollar
resistencias a otros antibiéticos, bien por adquisicion
de genes localizados en plasmidos o transposones
(como por ejemplo la resistencia a glucopéptidos) o
por mutaciones cromosomicas (como por ejemplo la
resistencia a fluoroquinolonas). La emergencia de ERG
como problema terapéutico fue inicialmente docu-
mentada en la década de 1980 en Inglaterra, Francia
y Estados Unidos (EE.UU.). Desde entonces, el aisla-
miento de ERG ha sido una constante en diversas zo-
nas geograficas del mundo. La epidemiologia de ERG
es diferente en EE.UU. y en Europa. En EE.UU. se pro-
dujo un rapido aumento de brotes nosocomiales que
condujo a una situacion endémica en ciertos hospita-
les. En contraste, en Europa ERG se aislo inicialmente
de fuentes comunitarias (personas sanas, y animales).
Este reservorio comunitario se relaciond con el amplio
uso de avoparcing, un glucopéptido utilizado como
promotor de crecimiento de animales de granja hasta
su prohibicion en 1997. La resistencia a los glucopép-
tidos se asocia mayoritariamente a cepas de E. fae-
cium resistentes a la ampicilina. Los datos del EARS-
Net en 2013 mostraban importantes diferencias en la
prevalencia de ERG en los distintos paises europeos.
Segun esos datos, la prevalencia media de resistencia
a vancomicina en E. faecium de sangre fue del 8,9%,
pero cinco paises mostraban porcentajes superiores

al 20% (Grecia, Portugal, Chipre, Reino Unido e Irlan-
da). En Espana la prevalencia de E. faecium resistente
a vancomicina segun los datos de EARS-Net fue del
0,9% en 2013.

La resistencia adquirida a glucopéptidos en enteroco-
co esta mediada por 9 operones diferentes denomina-
dos van (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL,
vanM, vanN). Dos de estos (vanA y vanB), los mas
frecuentes y con mayor relevancia clinica, han sido
descritos principalmente en E. faecalis y E. faecium.
El gen vanA confiere resistencia inducible de alto nivel
a vancomicina y teicoplanina, y se adquiere a través
del transposdn Tn7546 o de transposones relaciona-
dos con la familia Tn3. El gen vanB confiere resistencia
inducible de alto o moderado nivel a vancomicina vy
permanece sensible a teicoplanina, y con frecuencia
se encuentra presente en el transposén Tn5382 junto
con la resistencia a ampicilina.

Aunque el porcentaje de infecciones por ERG en
nuestro medio es muy bajo, con cierta frecuencia se
describe la aparicion de brotes hospitalarios. Entre los
factores de riesgo relacionados con la colonizacion/
infeccion por ERG se han descrito el tratamiento an-
tibidtico previo (vancomicina y cefalosporinas), los in-
gresos prolongados, la patologia de base, la alta tasa
de colonizacion por ERG en el hospital, la exposicion
a superficies 0 a equipos contaminados v la estancia
previa en residencias de larga estancia o centros so-
ciosanitarios. Las especies de E. faecium o E. faecalis
con resistencia a vancomicina (CMI >4 mg/L) son las
de mayor interés epidemioldgico y requieren vigilancia
microbioldgica.

4.2. METODOS BASADOS EN EL CULTIVO

4.2.1. Seleccién de medios de cultivo y condi-
ciones de incubacion

Los medios mas frecuentemente utilizados son los
selectivos y diferenciales que permiten la deteccion
rapida de ERG a partir de muestras altamente conta-
minadas. Estos medios contienen vancomicina como
agente selectivo, habitualmente a concentraciones de
6-8 mg/L, y otros componentes como esculina, sales
biliares, y azida sédica (agar BEAV) que facilitan el cre-
cimiento e identificacion de enterococos.

Existen diferentes tipos de medios comercializados,
liquidos y solidos, que se pueden utilizar en el cribado
de ERV. Entre estos estan Enterococcosel agar (BEAV)
(BD Diagnostics), y recientemente se han introducido
varios medios cromogénicos como son: ChromolD
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VRE (bioMérieux), CHROMagar VRE (BD Diagnostics),
VRESelect (Bio-Rad), y Spectra VRE (Remel). Estos
medios incorporan cromoégenos que facilitan la distin-
cion de E. faecium y E. faecalis. Aunque estos medios
cromogénicos no han sido extensivamente evaluados,
existen algunos estudios que muestran sensibilidades
que oscilan entre el 92% y 95%, y especificidades en-
tre el 96% y 99%. En general, el incremento del tiem-
po de incubacion a 48 horas disminuye ligeramente la
especificidad. Entre los microorganimos que dan re-
sultados falsos positivos se encuentran otras especies
de enterococos, Streptococcus spp., algunos bacilos
gramnegativos, y Candida spp. Por otra parte, es im-
portante tener en cuenta la posibilidad de resultados
falsos negativos. La utilizacion de un medio de enri-
quecimiento previo a la inoculacion en el medio cro-
mogénico puede aumentar la sensibilidad. Se ha des-
crito que la sensibilidad disminuye cuando la densidad
de ERG en heces esta disminuida, y cuando la CMI de
vancomicina es <16 mg/L.

En base a los estudios publicados, no existen reco-
mendaciones absolutas a favor o en contra de un de-
terminado medio cromogénico.

4.2.2. Pruebas de confirmacion y criterios
para la interpretacién de los resultados

En el medio de cultivo selectivo y diferencial agar
BEAV, la aparicion de pequefias colonias transllcidas
acompafadas de una pigmentacion negra o marrén a
su alrededor hara sospechar de la presencia de ERG.
Si se ha utilizado un medio cromogénico, la interpre-
tacion del cultivo dependera del color de la colonia y
se realizara de acuerdo con las caracteristicas espe-
cificadas por el fabricante. En general, el tiempo de
incubacion para la interpretacion de los resultados es
de 24-48 horas.

Dependiendo del medio utilizado puede ser necesa-
rio realizar la tincion de Gram y determinadas pruebas
fenotipicas [pirrolidonil beta-naftiamida (PYR), leuci-
no-aminopeptidasa (LAP), movilidad, pigmentacion,
fermentacion de azlcares] para confirmar la identifi-
cacion. La mayor disponibilidad de instrumentos de
espectrometria de masas (MALDI-TOF) en los labora-
torios de Microbiologia facilita la utilizacion de este mé-
todo para confirmar la identificacion de las diferentes
especies de enterococo.

4.2.3. Informacion de los resultados

Si el cultivo es positivo para ERG se informara como
“Se aisla E. faecium / E. faecalis resistente a vancomi-
cina” (indicar la especie identificada).

Si después de 48 horas el cultivo es negativo para
ERG se informara como “No se aisla enterococo resis-
tente a glucopéptidos”.

El aislamiento de E. gallinarum y E. casseliflavus, con
bajo nivel de resistencia intrinseca a vancomicina
(vanC), no debe informarse cuando se aislen en culti-
vos de vigilancia, debido a que se desconoce su ver-
dadero significado epidemioldgico y su trascendencia
clinica.

4.3. METODOS MOLECULARES

Los métodos moleculares rapidos para la deteccion
de ERG incluyen principalmente la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) a tiempo real. Estas técnicas
se realizan en torundas rectales/perianales y permiten
la obtencion de resultados en unas pocas horas (1-4
horas).

4.3.1. Tipos de métodos moleculares y selec-
cion

Los métodos comerciales que se han desarrollado
[BD GeneOhm VanR (BD Diagnostics, aprobado por
el FDA), LC vanA/vanB detection assay (Roche Diag-
nostics, uso en investigacion), y Xpert vanA/vanB (Ce-
pheid, uso en investigacion)] tienen como dianas mo-
leculares los genes vanA y vanB. Es importante tener
en cuenta que estos ensayos moleculares detectan
genes van y no ERG. Existen pocos estudios que ha-
yan evaluado la utilidad de estas pruebas moleculares
en la deteccion de ERG, pero en general muestran una
limitada sensibilidad y sobre todo una baja especifici-
dad. Esta baja especificidad se debe a la presencia
del gen vanB en otras especies bacterianas diferen-
tes a enterococo que puede ser detectado por estos
métodos, lo cual resulta en una sobreestimacion de la
tasa de ERG. Cuando estos ensayos se utilizan para la
deteccion del gen vanA la sensibilidad y especificidad
son mas elevadas. La realizacion de estas pruebas en
muestra directa para deteccion rapida de genes vanA
y vanB no excluye la realizacion del cultivo de vigilan-
cia de ERG. Ademas, no existen estudios que hayan
evaluado el impacto de estas pruebas moleculares en
la vigilancia de ERG.

4.3.2. Criterios para la interpretacién e infor-
macion de los resultados

Los resultados de los ensayos moleculares hay que in-
terpretarlos con cierta cautela. Un estudio reciente que
evaluaba las pruebas comerciales GeneOhm y Xpert
mostraba para la deteccion de vanA una sensibilidad
del 43,5% y 73,9%, respectivamente, y una especi-
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ficidad del 100% y 92,6%, respectivamente. Para la
deteccion del gen vanB la sensibilidad era del 100%
y 87,5%, y la especificidad del 20,6% y 14,7%. Estos
resultados no confirman ni descartan de una forma se-
gura la colonizacion por ERG.

En caso de realizar alguno de estos ensayos, la infor-
macion de resultados es la siguiente:

1. “Se detecta el gen vanA, vanB, o ambos. Se re-
quiere cultivo para confirmar los resultados.”

2. “No de detectan los genes vanA / vanB. Se requie-
re cultivo para confirmar los resultados.”

3. “Resultado indeterminado o no valido.” Esto pue-
de ocurrir por algun fallo en el procedimiento téc-
nico, y habitualmente el programa informatico de
interpretacion de los resultados indica el tipo de
error. Se requiere nueva muestra.

5. ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS
DE BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO (BLEE), AmpC PLASMIDICAS
(AmpC-p) Y CARBAPENEMASAS (EPC).

5.1. IMPACTO CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO

Las enterobacterias son unos de los principales agen-
tes causales de infeccion, tanto nosocomial como
adquirida en la comunidad, en humanos. En conjunto
representan el grupo de bacterias patdégenas aislado
con mas frecuencia en infecciones de orina y bacte-
riemias; ademas incluyen algunas de las especies co-
mensales habituales en humanos.

La aparicion y diseminacion de enterobacterias resis-
tentes a cefalosporinas de amplio espectro en la Ulti-
ma década, principalmente debida a las BLEE, se ha
convertido en una de las principales amenazas para
el tratamiento antibidtico de las infecciones produci-
das por estas bacterias. Los primeros casos de BLEE
en enterobacterias descritos en Klebsiella spp. y En-
terobacter spp. productores de enzimas derivadas
de las beta-lactamasas TEM y SHV, se limitaban casi
exclusivamente a centros hospitalarios donde ocasio-
nalmente generaban importantes brotes. A finales del
siglo XX, importantes cambios epidemioldgicos facili-
taron la amplia diseminacion de las BLEE: 1) E. coli se
convirtié en la principal especie portadora de BLEE lo
que generd el aumento de las infecciones adquiridas
en la comunidad, principalmente infecciones del tracto
urinario, producidas por estas cepas; y 2) la apari-
cion de una nueva familia de BLEE, las CTX-M, muy

diferente a las previas derivadas de TEM o SHV y cuyo
origen se atribuye a genes cromosomicos propios de
especies ambientales del género Kluyvera.

En Espana, las BLEE, sobre todo del tipo CTX-M-15
y SHV-12, se han extendido rapidamente en E. coli y
K. pneumoniae alcanzando prevalencias globales de
alrededor del 15% en ambas especies. Segun datos
de la Red de Vigilancia Europea de la Resistencia a
Antibidticos, EARS-Net, la resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion en aislamientos de sangre de
Escherichia coli aumenté en Espana del 0,5% en 2001
al 13,9% en 2013 (http://ecdc.europa.eu/en/healthto-
pics/antimicrobial_resistance/database/Pages/data-
base.aspx).

Aunque con una prevalencia inferior a las BLEE, las
AmpC-p estan emergiendo como una amenaza adi-
cional a la actividad de las cefalosporinas de amplio
espectro en muchas regiones. Las beta-lactamasas
cromosomicas inducibles de tipo AmpC estan presen-
tes en muchas enterobacterias como Citrobacter fre-
undli, Enterobacter spp., Providencia spp., Morganella
morganii o Serratia marcescens, pero la posibilidad de
diseminacion es mayor cuando los genes que las codi-
fican estan movilizados por plasmidos. Las principales
tipos de AmpC-p son CIT y DHA que afectan a algu-
nas de las familias de enterobacterias mas comunes
como son E. coli, K. pneumoniae y Proteus mirabilis.
Especialmente K. pneumoniae productora de AmpC-
p se ha asociado a brotes nosocomiales en pacientes
con factores de riesgo en los que se ha descrito una
alta morbi-mortalidad.

La frecuente asociacion de produccion de BLEE, y/o
AmpC-p, con resistencia a otros antibidticos como fluo-
roguinolonas y aminoglucdsidos ha reducido el abanico
terapéutico convirtiendo a los antibidticos carbapené-
micos en el tratamiento de primera opcion en las in-
fecciones graves por estas bacterias. El aumento del
consumo de antibiéticos carbapenémicos ha llevado en
pocos anos a la aparicion de cepas resistentes frente
a ellos y, como consecuencia, resistentes a la practica
totalidad de los antibidticos disponibles. En la actuali-
dad, la mayor amenaza en el campo de la resistencia a
antibiodticos en enterobacterias se debe a la rapida dise-
minacion de cepas con MDR y XDR debida a la produc-
cion de carbapenemasas transmitidas por plasmidos.

LLas carbapenemasas son enzimas capaces de hidro-
lizar la gran mayoria de los antibiéticos carbapenémi-
COS Y que se agrupan, en su mayoria, en tres clases
segun la clasificacion molecular de Ambiler: 1) Clase
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A, principalmente enzimas del tipo KPC; 2) Clase B
0 metalo-p-lactamasas (MBL) dependientes de zinc,
principalmente enzimas del tipo VIM, IMP y NDM; 3)
Clase D, principalmente OXA-48.

Un estudio multicéntrico realizado en 2013 (proyecto
GEIH-GEMARA-REIPI) mostré que OXA-48 (71,5%)
y VIM-1 (25,3%) fueron las carbapenemasas mas fre-
cuentes en enterobacterias en Espafa, y K. pneumo-
niae (74,4%), Enterobacter cloacae (10,3%), y E. coli
(8,4%) las especies mas afectadas. En este mismo
trabajo se observé una prevalencia del 1,7% de pro-
duccion de carbapenemasas en aislamientos clinicos
de K. pneunoniae, 10 que mostraba una importante
evolucion desde el 0,2% detectado en 2009. Ademas
de detectd una amplia diseminacion de algunos clo-
nes exitosos (también denominados de alto riesgo) de
K. pneumoniae como ST11/0OXA-48, ST15/0OXA-48,
ST405/0XA-48 'y ST11/VIM-1.

Aungue con una prevalencia menor, otras carbapene-
masas como las KPC y las NDM también estan au-
mentado en Espana generando importantes brotes
intra- e interhospitalarios.

En la actualidad, mediados de 2015, se han detec-
tado brotes de K. pneumoniae productora de carba-
penemasa en la mayoria de las regiones espanolas,
algunos de ellos epidemioldgicamente relacionados a
pesar de encontrarse en diferentes provincias incluso
diferentes comunidades autonomas. Este escenario
sugiere una diseminacion interregional, situacion epi-
demioldgica rapidamente evolutiva desde previas con-
sideraciones de “brotes hospitalarios independientes”
y de “diseminacion regional” establecidas en 2010 y
2013, respectivamente.

Las alternativas terapéuticas en estos casos son muy
escasas y casi nunca optimas e incluyen tratamien-
to combinados con colistinag, tigeciclina, fosfomicina,
amikacina o los mismos antibiéticos carbapenémicos
siempre que presenten CMls inferiores o incluso iguales
a 8 mg/L. Diversos estudios han comunicado una alta
morbi-mortalidad atribuida a las enterobacterias pro-
ductoras de carbapenemasas, aunque dificil de esta-
blecer debido a que en su gran mayoria producen infec-
ciones en pacientes con importante patologia de base.

La importancia de los portadores sanos en la persis-
tencia y diseminacion de brotes o endemias por en-
terobacterias productoras de BLEE/AmpC-p y car-
bapenemasas esta bien documentada. Numerosos
estudios han demostrado la persistencia de esta co-

lonizacion incluso en un ambiente extrahospitalario y
sin consumo de antibitticos. Por otra parte, algunos
autores sugiren la posibilidad de que el estado de por-
tador de enterobacterias con BLEE del tipo CTX-M-
esté evolucionando hacia una pandemia.

Mientras que la vigilancia de la colonizacion por ente-
robacterias productoras de BLEE y carbapenemasas
deberia abarcar cualquier especie de enterobacteria,
la vigilancia de la produccion de AmpC-p deberia res-
tringirse a aquellas enterobacterias que han demos-
trado un importante potencial epidémico en la disemi-
nacion de AmpC-p y que no poseen beta-lactamasas
cromosomicas del tipo AmpC. Por tanto, en general
se recomienda la vigilancia de AmpC-p en K. pneu-
moniae y P mirabilis, aunque siempre adaptada a la
situacion epidemiolégica de cada centro.

5.2. METODOS BASADOS EN CULTIVO
5.2.1. BLEE y AmpC plasmidicas

5.2.1.1. Seleccion de medios de cultivo y con-
diciones de incubacion

Como norma general es necesario emplear medios
selectivos que permitan recuperar enterobacterias re-
sistentes a cefalosporinas de 32 generacion y que evi-
ten el crecimiento de la microbiota comensal sensible.
Diferentes medios como el agar MacConkey o agar
de Driglasky suplementado con cefotaxima o cefta-
zidima han demostrado su utilidad. El uso de ceftazi-
dima en vez de cefotaxima como antibidtico selector
puede disminuir la sensibilidad del método debido a la
alta prevalencia en algunas zonas de BLEEs del tipo
CTX-M con CMls bajas a ceftazidima. Cabe destacar
que con estos medios se detectan bacterias resisten-
tes al antibidtico selector, tanto productores de BLEEs
como de AmpC-p e incluso de carbapenemasas, que
posteriormente se deben confirmar tanto en la espe-
cie como en el mecanismo. Ademas de las entero-
bacterias productoras de AmpC-p, en estos medios
pueden crecer enterobacterias que poseen beta-lac-
tamasas cromosomicas que hidrolizan las cefalospo-
rinas y son inhibidas por el acido clavulanico, y cuya
hiperproduccion puede dar lugar a un patrén fenotipi-
co de resistencia compatible con la presencia de una
BLEE. Entre ellas se encuentra la beta-lactamasa K1
de Klebsiella oxytoca, la SHV-1 de K. pneumonie y las
cefalosporinasas CepA de Proteus vulgaris y Proteus
penneri.

Recientemente se han desarrollado diferentes medios
cromogénicos para el aislamiento selectivo y la identi-
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ficacion presuntiva de enterobacterias productoras de
BLEE en 24 horas. Entre ellos se encuentra el Chro-
mID ESBL (bioMérieux), Brilliance ESBL agar (Oxoid) y
el CHROMagar™ ESBL. Aunque estos medios son en
general muy sensibles y aportan una identificacion de
especie presuntiva en base a un cédigo colorimétrico,
todo resultado positivo debe ser confirmado antes de
su informacion.

5.2.1.2. Pruebas de confirmacion y criterios
para la interpretacion de los resultados

A pesar de que algunos de los medios selectivos pre-
sentan una alta sensibilidad para la deteccion de en-
terobacterias con BLEE, la especificidad no siempre
es tan alta en referencia tanto al mecanismo de resis-
tencia como a la especie. Por tanto, cualquier creci-
miento debe ser confirmado a nivel de especie, me-
diante pruebas bioquimicas convencionales, galerias
comerciales, paneles automatizados o espectrometria
de masas MALDI-TOF.

Una vez documentado el crecimiento de una ente-
robacteria en el medio selectivo correspondiente se
procedera al estudio de sensibilidad a antibidticos be-
ta-lactamicos y pruebas fenotipicas que confirmen la
presencia de una BLEE o una AmpC-p. La deteccion
fenotipica de BLEE y AmpC-p esta revisada previa-
mente en el Procedimiento de Microbiologia clinica de
la SEIMC n° 38: “Detecciodn fenotipica de mecanismos
de resistencia en gramnegativos”. Recientemente,
EUCAST ha elaborado unas guias para la deteccion
de mecanismos de resistencia de importancia clinica
y epidemiolégica (EUCAST guidelines for detection of
resistance mechanisms and specific resistances of cli-
nical and/or epidemiological importance). La Tabla 3
resume los métodos fenotipicos de confirmacion de
BLEE en enterobacterias recomendados por EUCAST.
Especialmente complicada puede resultar la caracte-
rizacion fenotipica de BLEE en especies bacterianas
con una beta-lactamasa AmpC cromosoémica, en es-
tos casos se recomienda el uso de cefepime con y
sin clavulanico debido a la mayor estabilidad de este
antibidtico frente a la hiperproduccion de dichas beta-
lactamasas cromosomicas.

Aunqgue aun infrecuente, la coproduccion de una BLEE
y una AmpC-p en K. pneumoniae esta aumentando y
puede dar un fenotipo dificil de caracterizar. La compa-
racion de la recuperacion de la actividad de cefotaxi-
ma y/o ceftazidima en presencia de acido clavulanico,
acido fenil-borénico y ambos mediante la técnica de
difusion disco-placa ayuda a detectar fenotipicamente
la presencia de ambos mecanismos.

5.2.1.3. Informacion de los resultados

El aislamiento de una enterobacteria en la que se con-
firma la produccion de una BLEE se informara como
“Se aisla [nombre de especie] productora de BLEE”.

Si tras 48 horas el cultivo es negativo o bien no se con-
firma la presencia de una enterobacteria productora de
BLEE se informara como “No se aislan enterobacterias
productoras de BLEE”.

El aislamiento de una cepa de K. pneumoniae o de R
mirabilis en las que se confirma la produccion de una
AmpC-p se informara como “Se aisla [nombre de es-
pecie] productora de AmpC-p”.

Si tras 48 horas el cultivo es negativo o bien no se
confirma la presencia de K. pneumoniae o P. mirabilis
productor de AmpC-p se informara como “No se ais-
lan [nombre de especie] productor de AmpC-p”.

En cualquier caso, el disefio del informe de resultados
debe realizarse en funcion de los objetivos especificos
perseguidos por el programa de vigilancia que se esté
realizando.

5.2.2. Carbapenemasas

5.2.2.1. Seleccion de medios de cultivo y con-
diciones de incubacion

La mayoria de los medios selectivos para la detec-
cion de resistencia a cefalosporinas de 3% generacion
pueden utilizarse para el cribado de carbapenemasas
realizando una comprobacion ulterior de dicha pro-
duccion. Esta aproximacion presenta el inconveniente
de la gran carga extra de trabajo que supone la com-
probacion de todos los aislamientos BLEE que en
muchas zonas geogréficas presentan una alta preva-
lencia. Ademas, se perderian los aislamientos produc-
tores de la carbapenemasa OXA-48 (carbapenemasa
que no confiere resistencia a las cefalosporinas de 32
generacion) no productores de BLEE ni AmpC; aun-
que estos aislamientos son infrecuentes en K. pneu-
moniae, no los son tanto en E. coli'y, en general, estan
aumentando.

Se han utilizado diferentes medios selectivos para la
deteccion especifica de enterobacterias resistentes a
antibidticos carbapenémicos, principalmente el agar
MacConkey suplementado con concentraciones ba-
jas de carbapenémicos (1 mg/L de imipenem) o con el
uso de discos de 10 pg de imipenem o ertapenem. Sin
embargo, se puede optimizar la sensibilidad de estas
técnicas si se realiza un enriquecimiento previo intro-

.
eimc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Tabla 3. Métodos fenotipicos de confirmacion de BLEE en enterobacterias positivas en el cribado de BLEE

segun EUCAST.

Tiras con gradiente de
antibidtico

Cefotaxima +/- acido clavulanico

Razon de CMis = 8 o deformacion de la
elipse

Ceftazidima +/- acido clavulanico

CMlI ratio = 8 o deformacién de la elipse

*Cefepima +/- acido clavulanico

CMI ratio = 8 o deformacién de la elipse

Cefotaxima (30 pg) +/- acido clavulanico

Aumento del halo de inhibiciéon = 5 mm

(10 pg)

Comparacién halos de

inhibicién con y sin acido
(10 o)

Ceftazidima (30 pg) +/- acido clavulanico

Aumento del halo de inhibicion = 5 mm

clavulanico

(10 pg)

*Cefepima (30 pg) +/- acido clavulanico

Aumento del halo de inhibicién = 5 mm

(4 mg/L)

Cefotaxima +/- acido clavulanico

Razén de CMIs = 8

Microdilucién en caldo
(4 mg/L)

Ceftazidima +/- acido clavulanico

Razén de CMis > 8

*Cefepima +/- acido clavulanico (4 mg/L)

Razén de CMis = 8

Test de sinergia con
discos de cefalosporinas
y amoxicilina acido
clavulanico

Cefotaxima, ceftazidima y *cefepima

Aumento del halo de inhibicidon de al
menos una de las cefalosporinas hacia
el disco de amoxicilina/acido clavulanico

hiperproducciéon de dicha AmpC.

* Para enterobacterias que poseen una AmpC cromosdmica (Enterobacter spp, Serratia spp., Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Providencia spp.) se debe utilizar cefepima debido a su mayor estabilidad ante la

duciendo el hisopado rectal en un caldo BHI en el que
se ha introducido un disco de 10 ug de imipenem, tras
incubacion de 18-24 h a 35-37°C se realiza un sub-
cultivo en una placa de agar MacConkey a partir de
este caldo y se situa sobre el subcultivo otro disco de
10 pg de imipenem, incubandose 18-24 h a 35-37°C;
la presencia de carbapenemasas se deberia confirmar
en aquellas colonias que crezcan alrededor del disco
de imipenem.

Debido a que meropenem parece ser el antibidtico
carbapenémico con un mayor equilibrio entre sensibli-
dad y especificidad para detectar EPC, cualquiera de
las técnicas previamente descritas podria beneficiarse
del uso de este antibidtico en lugar de imipenem vy er-
tapenem.

En los Ultimos afios se han desarrollado diferentes me-
dios cromogénicos con suplementos que impiden el

crecimiento de las bacterias sensibles a carbapené-
micos. Entre ellos se encuentran los medios chromID
(bioMérieux, Francia) que incluyen el CARBA medium
(detecta cepas productoras de KPC y metalo-beta-lac-
tamasas), el OXA-48 medium (especifico para cepas
productoras de OXA-48) y el CARBA SMART medium
(medio biplaca que permite la detecion de carbapene-
masas en la mitad de la placa y especificamente de
carbapenemasas OXA-48 en la otra mitad); el medio
CRE Brilliance (Thermo Fisher Scientific, UK), y el me-
dio SUPERCARBA, que contiene agar Driglasky, erta-
penem, cloxacilina y sulfato de zinc. Excepto los dos
primeros, que deberian ser utilizados en conjunto, es-
tos medios han demostrado una alta sensibilidad para
detectar cualquier tipo de las carbapenemasa actual-
mente circulantes en enterobacterias.

Para la utilizacion de cualquiera de los medios basa-
dos en el cultivo se parte de una torunda rectal que
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se inocula directamente en el medio y se procede a
su lectura a las 18-24 horas y a las 48 horas; excep-
to para aquellos casos en los que se proceda a un
enriguecimiento previo. Para un mayor rendimiento
es importante que la torunda rectal contenga heces,
siempre que sea posible.

5.2.2.2. Pruebas de confirmacion y criterios
para la interpretacion de los resultados

Una vez obtenido crecimiento en los medios especifi-
cos habria que confirmar la especie de enterobacteria
que se trata y la sensibilidad a carbapenémicos. Se
recomienda estudiar la produccion de carbapenema-
sa en las cepas en las que los valores de CMI de los
carbapenémicos se incrementan por encima de los
correspondientes puntos de corte epidemiolédgicos,
EUCAST los ha establecido recientemente en >0,12
mg/L para ertapenem y meropenem y >1 mg/L para
imipenem (EUCAST guidelines for detection of resis-
tance mechanisms and specific resistances of clinical
and/or epidemiological importance). En los ultimos
anos se han desarrollado diferentes pruebas que per-
miten la confirmacion fenotipica de la produccion de
carbapenemasas como son el test de Hodge modi-
ficado, la medicion de la hidrdlisis de los antibioticos
carbapenémicos por espectrofotometria, los métodos
basados en la inhibicion especifica de las diferentes
clases de carbapenemasas, los métodos colorimétri-
cos basados en el cambio de pH (CarbaNP y BlueCar-
ba), y el método recientemente descrito de la inacti-
vacion de carbapenémicos (carbapenem inactivation
method o CIM). El CarbaNP se recomienda por el CLSI
como método de confirmacion de la produccion de
carbapenemasa.

Las técnicas de espectofotometria permiten la detec-
cion de la hidrdlisis de los antibidticos carbapenémi-
cos y por tanto la produccion de carbapenemasas, la
comparacion de dicha hidrdlisis en presencia y ausen-
cia de inhibidores carbapenemasas de clase B (EDTA
o acido dipicolinico) o de clase A (tazobactam o &cido
clavulanico) ayudan a la caracterizacion de este tipo
de enzimas. Se trata de una técnica considerada de
referencia pero que no es faciimente asequible para la
mayoria de los laboratorios de Microbiologia Clinica.

Los métodos colorimétricos se basan en la detec-
cion del cambio de pH que produce la hidrdlisis del
antibidtico carbapenémico mediante una escala colo-
rimétrica. Este método se puede utilizar con cultivos
bacterianos en agar Mueller-Hinton, agar sangre o la
mayoria de los medios selectivos usados para el cri-
bado de carbapenemasas; sin embargo en el caso del
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CarbaNP se desaconseja su uso en colonias desde
agar Drigalski o agar McConkey. Son métodos muy
sensibles y especificos que necesitan de un cuidado-
so cumplimiento de todos sus pasos para obtener un
maximo rendimiento. En cepas productoras de OXA-
48, con el CarbaNP se puede detectar un viraje de
color (rojo a amarillo) menor del esperado, alcanzado
un color anaranjado en vez de amarillo que puede difi-
cultar su interpretacion.

El test de Hodge modificado es una técnica sencilla y
ampliamente utilizada para la deteccién de la actividad
carbapenemasa. A pesar de ser un método recomen-
dado por el CLSI, tiene detractores debido a la pre-
sencia de falsos negativos (fundamentalmente MBL,
que se pueden evitar en gran parte anadiendo sulfato
de zinc al medio) y de falsos positivos (fundamental-
mente cepas con hiperproduccion de AmpC mas pér-
dida de porinas, que se puede solventar en gran parte
anadiendo cloxacilina u oxacilina al medio). Su lectu-
ra conjunta con las técnicas basadas en inhibidores
de carbapenemasas aporta una informacion rapida y
facilmente interpretable. Para su realizacion se reco-
mienda el uso de discos de ertapenem o meropenem
en vez de imipenem.

Las carbapenemasas de clase A hidrolizan todos los
beta-lactamicos y son inhibidas por el acido fenil boro-
nico, por tanto los estudios fenotipicos para la carac-
terizacion de estas carbapenemasas se basan en la
recuperacion de la actividad de los antibidticos carba-
penémicos en presencia de este compuesto. Dichos
estudios se pueden realizar mediante difusion disco-
placa o mediante dilucion en agar, aunque lo mas
habitual es comparar el halo de inhibicion de discos/
tabletas de meropenem (10 ug) con y sin &cido fenil
bordnico. Esta técnica tiene una alta sensibilidad pero
muy baja especificidad por los falsos positivos que se
producen en cepas productoras de AmpC mas dismi-
nucion de permeabilidad por pérdida de porinas; este
problema se puede evitar probando en paralelo discos
de meropenem con y sin cloxacilina (u oxacilina). Si se
detecta recuperacion de la actividad de meropenem
(halo =5 mm) con &cido fenil bordnico y cloxacilina se
atribuird la disminucion de sensibilidad a antibidticos
carbapenémicos a la produccion de AmpC mas per-
dida de porinas, si se detecta recuperacion solo en
presencia de acido fenil bordnico se sospechara pro-
duccion de carbapenemasa de clase A.

Las carbapenemasas de clase B hidrolizan todos los

antibidticos carbapenémicos excepto aztreonam y se
inhiben por quelantes del zinc como el EDTA y acido
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dipicolinico. No obstante, es frecuente que los aisla-
mientos productores de carbapenemasa de clase B
sean resistentes a aztreonam por la co-produccion de
BLEE o de beta-lactamasas de tipo AmpC, ya sean
cromosomicas o adquiridas. Se han desarrollado di-
ferentes pruebas en diferentes formatos (difusion dis-
co-placa, tiras con gradientes de concentracion de
antibiotico, microdilucion) basados en la inhibicion de
las carbapenemasas de clase B por EDTA o acido di-
picolinico utilizando imipenem, meropenem e incluso
ceftazidima como sustratos. EUCAST recomienda el
uso de discos/tabletas de meropenem (10 pg) con y
sin EDTA o &cido dipicolinico; la recuperacion de la ac-
tividad de meropenem (halo = 5 mm) se interpretara
como produccion de una carbapenemasa de clase B.
El EDTA tiene cierta actividad intrinseca frente a algu-
nas cepas (también se puede observar con el acido
dipicolinico pero con menos frecuencia), en estos ca-
S0s se puede detectar una recuperacion en el limite
(5-6 mm) en ausencia de carbapenemasas de clase B,
este hecho se puede evaluar probando el halo de inhi-
bicion que tiene un disco que contenga soélo EDTA. En
cepas con sospecha de producir una carbapenemasa
de clase A que sean resistentes a aztreonam se puede
demostrar la co-produccion de una BLEE probando la
recuperacion de la actividad de aztreonam en presen-
cia de acido clavulanico.

Las carbapenemasas de clase D, principalmente OXA-
48, hidrolizan en mayor o menor grado antibiticos
carbapenémicos sin afectar (ceftazidima, cefepime) o
haciéndolo a muy bajo nivel (cefotaxima) a las cefalos-
porinas de amplio espectro. No obstante, las cepas
productoras de OXA-48 presentan una alta asocia-
cion, mas en K. pneumoniae que en otras especies
como E. coli o Enterobacter spp., con la produccion
de BLEE. Estas enzimas no se inhiben por acido cla-
vulanico, acido fenil bordnico, cloxacilina, EDTA o aci-
do dipicolinico, pero si suelen presentar resistencia de
alto nivel a temocilina (>64 mg/L) y piperacilina/tazo-
bactam. Por tanto, una primera aproximacion para
la sospecha de produccion de OXA-48 podria ser la
presencia de disminucion de sensibilidad a algun anti-
bidtico carbapenémico, cuya actividad no se recupera
con ningun inhibidor, y que presente alto nivel de re-
sistencia a temocilina y piperacilina/tazobactam, con-
siderando tanto las cepas sensibles a cefalosporinas
de 3?2 generacion como las que presentan un perfil de
produccion de BLEE. Sin embargo, las resistencias a
temocilina y piperacilina/tazobactam no son marcado-
res especificos de OXA-48, por lo que para la confir-
macion de carbapenemasas de clase D es altamente
recomendable la realizacion de un método genotipico.

Alternativamente, existen métodos enzimaticos co-
mercializados disefados para detectar la carbapene-
masa OXA-48, que presentan una buena sensibilidad
y especificidad, son de muy facil realizacion y propor-
cionan los resultados en 15 minutos. Estos métodos
enzimaticos también se han comercializado para de-
tectar carbapenemasas de tipo IMP.

En general, la presencia de mecanismos mixtos de
resistencia a antibidticos carbapenémicos (carbape-
nemasas, BLEE y/o AmpC mas pédida de porinas u
otros) dificultan en gran medida la técnicas de confir-
macion fenotipica a nivel de clase. Para estos casos,
y en general para acelerar la obtencion del resultado
confirmatorio a nivel de clase, se aconseja la utilizacion
de técnicas moleculares (ver apartado 6.3.2 de este
documento).

La Figura 1 muestra un algoritmo de actuacion para la
confirmacion de mecanismos de resistencia a antibio-
ticos carbapenémicos en enterobacterias.

5.2.2.3. Informacion de los resultados

El aislamiento de una enterobacteria en la que se con-
firma la produccion de una carbapenemasa se infor-
mara como “Se aisla [nombre de especie] productora
de carbapenemasa”.

Si los resultados fenotipicos son muy sugerentes de
la clase de carbapenemasa producida se informara
como “Se aisla [nombre de especie] productora de
carbapenemasa con alta sospecha de pertenecer a la
clase[AoBo D)’

Sitras 48 horas el cultivo es negativo o bien no se con-
firma la presencia de una enterobacteria productora
de carbapenemasas se informara como “No se aislan
enterobacterias productoras de carbapenemasa”.

En cualquier caso, el disefo del informe de resultados
debe realizarse en funcion de los objetivos especificos
perseguidos por el programa de vigilancia que se esté
realizando.

5.3. METODQS MOLECULARES PARA
LA DETECCION DE BLEE, AmpC-p Y
CARBAPENEMASAS

5.3.1. Tipos de métodos moleculares y selec-
cion

Existen diferentes métodos moleculares rapidos que
permiten detectar genes adquiridos de resistencia a
antibidticos beta-lactamicos de amplio espectro en
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Figura 1. Algoritmo de actuacién para la confirmacion de mecanismos de resistencia a antibiéticos carba-

penémicos en enterobacterias.

CMI de meropenem >0,12 mg/L
Halo de inhibiciéon de meropenem <25 mm

No produccion de -
carbapenemasa

Test de Hodge' y/o método
colorimétrico

+

Uso de inhibidores

Sinergia sélo con AFB

Sinergia con AFB y con
cloxacilina

Sinergia sélo con
EDTA/ADP

Ausencia de sinergia

Sospecha Carba-
penemasa Clase A

Sospecha AmpC +
Pérdida de porinas

Sospecha Carba-
penemasa Clase B

| PCR KPC

PCR otras CBP
Clase A%
Recomprobar
sinergia con
cloxacilina

| | PCR AmpC-p | | PCR VIM, NDM, IMP |
I
| + - |
Produccion de PCR otras MBL®. Produccién VIM
KPC Comprobar actividad NDM o IMP
intrinseca

Temocilina <64 mg/Ly
resistencia a
piperacilina/tazobactam.
Perfil de BLEE mas leve
elevacion de CMI a
carbanenémicos

Confirmar actividad
carbapenemasa.
Posible BLEE mas
deficiencia en porinas

Resistencia a todos los
B-lactamicos + CMIs
elevadas a antibidticos
carbapenémicos

Temocilina > 64 mg/L y
sensible a cefalosp. De
amplio espectro y/o
perfil de BLEE

Sospecha coexistencia
de varios mecanismos
de resistencia a
antibiéticos
carbapenémicos

Sospecha Carba-
penemasa Clase D

PCR grupo OXA-48

PCR VIM,NDM,IMP

KPC, grupo OXA-48

Produccion
carbapenemasa del
grupo de la OXA-48

AFB: acido fenil-borénico. ADP: acido dipicolinico. EDTA: acido etildiaminotetraacético. MBL: metalo-beta-lactamasas. CBP:
carbapenemasa. BLEE: beta-lactamasa de espectro extendido. 1. En el caso de utilizar el test de Hodge se recomienda su
realizacion e interpretacion junto con las técnicas que emplean inhibidores de beta-lactamasas. 2. GES, SME, IMI, NMC. 3.
SIM, GIM, AIM, SPM entre otras.

enterobacterias. Se clasifican en funcion del nimero
de genes buscados (PCR simple o PCR muiltiple) y de
la técnica utilizada (PCR en tiempo real, microarray y

pirosecuenciacion).

La amplificacion de ADN mediante PCR simple con-
vencional permite la identificacion de un solo gen'y re-
quiere de iniciadores especificos para la diana busca-
da. Aunque es posible distinguir variantes alélicas muy
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similares con el disefio de iniciadores que incluyan los
lugares de variacion entre alelos, en general para la
caracterizacion de variantes alélicas especificas se
requiere una posterior secuenciacion del amplicon
obtenido. Por otra parte, mediante una PCR conven-
cional simple con iniciadores degenerados se pueden
detectar diferentes variantes de una misma familia, por
ejemplo para la deteccion de los diferentes grupos de
las BLEE de la familia CTX-M.

La utilizacion de PCRs multiples permite la caracteri-
zacion de diferentes mecanismos en una sola reac-
cion de amplificacion, circunstancia especialmente Util
en el estudio de beta-lactamasas de amplio espectro
debido a su diversidad. Requiere de varios pares de
iniciadores que sean altamente especificos de la diana
a amplificar, que tengan condiciones de amplificacion
semejantes y que amplifiquen fragmentos de tamanos
diferentes que permitan su facil diferenciacion. En la Ul-
tima década se han propuesto diferentes PCRs multi-
ples para la deteccion de genes que codifican enzimas
plasmidicas de tipo AmpC, BLEEs y carbapenemasas.
Se han descrito diferentes limitaciones a algunas de
estas técnicas entre las que destacan el tamafo poco
discriminativo de los amplicones que dificulta su dife-
renciacion, la utilizacion de diferentes condiciones de
amplificacion que obliga a realizar varias PCRs mullti-
ples en paralelo, la amplificacion cruzada con genes
de beta-lactamasas cromosoémicas intrinsecas de de-
terminadas especies y, en general, la inclusion de un
numero limitado de genes, con frecuencia agrupados
por familias como carbapenemasas de clase A o de
clase B. Recientemente se han comercializado dife-
rentes sistemas basados en PCRs multiples y algunas
permiten el diagndstico rapido de BLEE y carbapene-
masas, en general con una alta sensibilidad y especi-
ficidad.

Existen otros métodos moleculares alternativos a los
meétodos basados en PCR. El microarray es una me-
todologia muy util para analizar un gran nimero de ge-
nes en un Mismo ensayo y poder detectar variaciones
nucleotidicas de un alelo. Es una tecnologia versatil,
facil de aplicar y de actualizar. Diferentes microarrays
comerciales para la deteccion de genes codificantes
de BLEE, AmpC-p y carbapenemasas han demostra-
do una alta sensibilidad y especificidad.

Recientemente se han desarrollado métodos alterna-
tivos para la deteccion molecular de BLEEs y carba-
penemasas, entre ellos destacan la amplificacion iso-
térmica mediada por bucle (loop-mediated isothermal
amplification, LAMP).
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Como se ha ido reflejando en el texto, se han comer-
cializado en los ultimos afos numerosos métodos
moleculares de deteccion rapida de BLEE, AmpC vy
carbapenemasas en muestras rectales; la Tabla 4 re-
sume algunos de los principales métodos comerciales
disponibles.

5.3.2. Criterios para la interpretacion e infor-
macion de los resultados

Los métodos moleculares deben ser utilizados y eva-
luados en un contexto multidisciplinar acorde con la si-
tuacion especifica de cada hospital. Aunque los méto-
dos moleculares pueden alcanzar una alta sensibilidad
y especificidad no pueden reemplazar en su totalidad
al cultivo microbiolégico, que sigue siendo el procedi-
miento de referencia en la mayoria de los protocolos y
que permite comprobar la identificacion de la especie,
la viabilidad de la cepa, y realizar estudios fenotipicos
y epidemioldgicos ulteriores.

La deteccion mediante métodos moleculares de un
gen codificante de una beta-lactamasa de amplio es-
pectro directamente de muestra clinica debe informar-
se especificando la metodologia empleada pero no la
especie, la cual desconocemos con este tipo de apro-
ximaciones.

Por tanto se informara como “Mediante [método em-
pleado] se detecta la presencia de un gen codificante
de [tipo de BLEE, AmpC-p o carbapenemasa]” Por
eiemplo, “Mediante PCR en tiempo real se detecta la
presencia de un gen codificante de carbapenemasa
tipo NDM”

En el caso de que se haya aplicado el método mo-
lecular para confirmacion sobre colonia bacteriana
previamente identificada y con sospecha fenotipica se
debe informar también la especie: “Se aisla [nombre
de la especie] productora de [tipo de BLEE, AmpC-p o
carbapenemasa]”. Por ejemplo, “Se aisla Enterobacter
cloacae productor de carbapenemasa tipo VIM.”

Dependiendo del mecanismo y de la técnica empleada
se podra especificar la beta-lactamasa concreta que
se detecta o bien, que es lo mas habitual, un grupo
o familia. En la mayoria de los casos, la caracteriza-
cion del mecanismo concreto solo se puede hacer tras
la secuenciacion completa del gen que lo codifica. La
deteccion de un beta-lactamasa perteneciente a un
grupo de BLEE, AmpC-p o carbapenemasas se infor-
mara como “Mediante [método empleado] se detecta
la presencia de un gen codificante de [grupo/familia de
BLEE, AmpC-p o carbapenemasa]”. Por ejemplo, “Me-
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o ) TEM, SHV, CTX-M, OXA Hyplex ESBL Amplex Diagnostic
:igﬁ d“:(‘:‘i'ct,)'s'e mas KPC, IMP, VIM, NDM y OXA-48 like | Hyplex Superbug Amplex Diagnostic
OXA-23, OXA-24 y OXA-51 like Hyplex CarbOXA Amplex Diagnostic
N_ASBA (A_mpllflcacmn KPC NucliSENS EasyQ bioMerieux
simple a tiempo real) KPC Test

PCR Muiltiple a tiempo
real

KPC, NDM, OXA-48, VIM, CTX-M-1,
CTX-M-9

eazyplex® SuperBug
CRE

Amplex Diagnostic

KPC, NDM, OXA-48, VIM, OXA-23,
OXA-40 y OXA-58 (A) 0 OXA-181 (B)

eazyplex® SuperBug
complete A and B

Amplex Diagnostic

TEM, SHV, CTX-M

PCR Check-MDR
ESBL kit

Checkpoints Health BV

KPC, IMP, OXA-48 like, VIM y NDM

PCR Check-MDR
Carba kit

Checkpoints Health BV

KPC, IMP-1, OXA-48 like, VIM, NDM

PCR Xpert Carba-R
Assay

Cepheid/Werfen

CTX-M, IMP, KPC, NDM, OXA, VIM

PCR ePlex BCID-GN

GenMark Dx/ Werfen

ADN de E. coli, CTX-M-1, CTX-M-2,
CTX-M-9

PCR RealCycler CTXE

CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-9

PCR RealCycler

BLACTX
AmpC de los grupos ACC, EBC, CIT | PCR RealCycler
y DHA. AMPC

IMP, VIM PCR RealCycler IMVI
PCR RealCycler
KPC, NDM-1 KPND
. PCR RealCycler
VIM, OXA-48 like, KPC OXVIKP

Progenie Molecular/
Werfen

KPC, OXA-48, VIM, IMP, NDM-1/2,
GES

LightMix Modular
Assays

Roche Applied Science
(TibMolBiol)

LAMP (Loop-
Mediated Isothermal
Ampilification)

Disefios “in house”

OC-SENSOR System.
Compatible con PCR

simples o multiples a

tiempo real.

Eiken Chemical CO,
LTD

VIM, OXA-48, NDM, KPC, OXA-23,
OXA-24, OXA-58, grupo CTX-M-1,
grupo CTX-M-9

Eazyplex (Amplex)

Menarini Diagnostics

Microarray

TEM, SHV, CTX-M , IMP, KPC, OXA-
48 like

Check-MDR CT102

Checkpoints Health BV/
HAIN Lifescience

SHV, CTX-M, AmpC,
carbapenemasas,

Check-MDR CT103

Checkpoints Health BV/
HAIN Lifescience

KPC, OXA-48 o VIM/NDM

Check-Direct CPE

Checkpoints Health BV/
HAIN Lifescience

OXA, GIM, KPC, BLEE

Identibac
CarbDetect AS-1 Kit

Alere Technologies
GmbH

* Varias de estas técnicas han demostrado su eficacia sobre otras muestras clinicas diferentes a las torundas rectales
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diante PCR multiple se detecta la presencia de un gen
codificante de una BLEE del grupo CTX-M-1". Sobre
colonia, el informe se realizara como “Se aisla [nombre
de la especie] productora de [grupo/familia de BLEE,
AmpC-p o carbapenemasa]”. Por ejemplo, “Se aisla P
mirabilis productor de una AmC-p de la familia CIT”.

La ausencia de deteccion se informara como “Median-
te [método empleado] no se detecta la presencia de
genes codificantes de [tipo de BLEE, AmpC-p o car-
bapenemasa]’. Por ejemplo, “Mediante PCR simple
no se detecta la presencia de genes codificantes de
carbapenemasas del grupo OXA-48".

6. Acinetobacter baumannii MULTIRRE-
SISTENTE A ANTIBIOTICOS

6.1 IMPACTO CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO

A. baumannii es un cocobacilo gramnegativo, aero-
bio estricto, no fermentador que pertenece a la familia
Moraxellaceae. Son patégenos oportunistas con rele-
vancia creciente en las infecciones tanto nosocomiales
como en menor grado, comunitarias, especialmente
entre los pacientes admitidos en las UCls. El espectro
clinico de las infecciones producidas por A. bauman-
nii incluye neumonia asociada a ventilacion mecanica,
endocarditis, meningitis, infecciones de la piel y partes
blandas, del tracto urinario y asociados a dispositivos
protésicos. También cabe destacar que A. baumannii
se ha aislado de numerosas fuentes incluyendo super-
ficies ambientales, agua, animales y humanos. Aunque
Su reservorio no esta bien definido, puede sobrevivir
durante largos periodos de tiempo en superficies tanto
secas como humedas y es comun su aislamiento en
ambiente hospitalario y pacientes hospitalizados, don-
de su control es muy dificil.

El género Acinetobacter se compone de 30 especies
con un nombre asociado y 9 especies gendmicas de-
finidas a través de estudios de hibridacion ADN-ADN.
Entre ellas, A. baumannii destaca como uno de los
patdbgenos mas problematicos para las instituciones
de salud en todo el mundo debido a su caracter de
multirresistencia antibidtica. Sin embargo, Acinetobac-
ter pittii y Acinetobacter nosocomialis (antiguamente
Acinetobacter especie genémica 3 y 13TU, respecti-
vamente) estan emergiendo como patdgenos de cier-
ta consideracion y ya se han descrito implicados en
brotes hospitalarios en UCIs. Los métodos fenotipicos
son incapaces de distinguir entre A. baumannii, A. pit-
tii, A. nosocomialis asi como la especie ambiental Aci-

netobacter calcoaceticus, de ahi que tradicionalmente
se hayan incluido dentro del complejo A. calcoaceti-
cus-A.baumannii (Acb). Por el contrario, los métodos
moleculares son mas efectivos. Entre ellos, el andlisis
de restriccion del ADN tras amplificacion del 16S ribo-
sémico, el analisis del patron genético del espaciador
tRNA y la amplificacion selectiva de los fragmentos de
restriccion mediante AFLP™. También destacar que
se pueden utilizar secuencias especificas de genes
como marcadores moleculares tal y como son los es-
paciadores intergénicos (ITS), la region entre los genes
ribosémicos 16S-23S ARNr, recA, rpoB, y gyrB. Su
principal inconveniente es la necesidad de personal
especializado debido a su complejidad y el tiempo re-
querido. Por ello, no estan implementados de manera
rutinaria en los laboratorios de Microbiologia. De gran
importancia son los métodos basados en protedémica
a través del MALDI-TOF. Recientemente se han publi-
cado trabajos que demuestran la utilidad de MALDI-
TOF (Bruker Biotyper) para identificar correctamente
las diferentes especies de Acinetobacter.

Respecto a su sensibilidad a los antibidticos, es nota-
ble la capacidad de A. baumannii para adquirir resis-
tencia a los antimicrobianos. En la década de los 90,
las infecciones causadas por A. baumannii eran facil-
mente tratadas con antibidticos convencionales. Sin
embargo, en la actualidad presenta resistencia a prac-
ticamente todos los antibiéticos de uso clinico. Segun
los datos obtenidos en el Ultimo estudio multicéntrico
nacional (proyecto GEIH-GEMARA-REIPI-Ab2010)
en el que se incluyeron 446 aislados de A. baumannii
obtenidos de 43 hospitales espanoles entre febrero y
marzo del 2010, se detectd una alta prevalencia de re-
sistencia (incluida también la sensibilidad intermedia) a
la mayoria de los antimicrobianos: >94% (ceftazidima,
piperacilina y ciprofloxacino), 82-86% (carbapenemas
y tetraciclina), 60-70% (tobramicina, sulbactam, gen-
tamicina y doxiciclina), 49% (amicacina), 30% (mino-
ciclina, rifampicina), 24% (tigeciclina) y 3% (colistina).
En comparacion con los datos obtenidos en el primer
estudio GEIH-Ab2000 realizado una década antes,
estos aislados fueron mas resistentes a ceftazidima
(99% vs 83%), carbapenemas (82-86% vs 43%-48%),
doxiciclina (70% vs 68%), sulbactam (65% vs 53%) y
colistina (3% vs 0%), pero mas sensibles a los ami-
noglucdsidos (particularmente gentamicina: 70% vs
96%), tetraciclina (83% vs 91%) y rifampicina (30% vs
51%), respectivamente. Atendiendo a estos datos es
por tanto importante considerar que la mayoria de los
aislados clinicos de A. baumannii que se obtienen en
la practica clinica diaria muestran un perfil de MDR o
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Respecto a los mecanismos que confieren resistencia
a los antimicrobianos en A. baumannii, este microor-
ganismo muestra una extraordinaria capacidad para
adquirir resistencia a multiples antibiéticos. Se han
descrito beta-lactamasas de distintas clases mole-
culares tal y como clase A (tipo TEM, SHV, CTX-M,
PER, VEB, CARB, GES, KPC, SCO-1...), clase B o
metaloenzimas (IMP, VIM, SIM, NDM...) o clase D con
actividad sobre los carbapenémicos, tal y como OXA-
23,-24 -58,-143, y -235, siendo este grupo de car-
bapenemasas de clase D las mas importantes tanto
clinica como epidemiolégicamente. De igual manera,
la reduccion en la permeabilidad, la hiperexpresion de
distintos sistemas de expulsion activa, la produccion
de enzimas modificantes de aminoglucdsidos y clo-
ranfenicol, metilasas, y modificaciones del sitio de in-
teraccion de la diana estan implicados en la resistencia
a distintas familias de antibidticos en A. baumannii.

Para entender la epidemiologia clinica de esta bacteria,
uno de los trabajos mas relevantes en nuestro pais se
ha realizado en el seno del estudio multicéntrico antes
mencionado. Se compararon los datos de dos estudios
prospectivos de cohortes multicéntricos en nuestro
pais: uno realizado en el 2000 (183 pacientes) y otro
en el 2010 (246 pacientes); incluyendo pacientes con-
secutivos infectados o colonizados por A. baumannii.
La tasa de incidencia de la colonizacion o infeccion por
A. baumnanii se incrementd significativamente desde
el 0,14 al 0,52 (2000-2010) en los servicios médicos
(p<0,001). Por otro lado, el nimero de casos asociados
a instituciones sanitarias no nosocomiales se incremen-
t0 desde el 1,2% al 14,2%, respectivamente (p<0,001),
destacando que la exposicion previa a carbapenémicos
se incrementd en el 2010 en un 10,4% (p=0,03). Los
antibidticos mas frecuentemente usados para el trata-
miento definitivo de los pacientes con infecciones fueron
los carbapenémicos en el 2000 (45%) y la colistina en el
2010 (50,3%). Es de destacar también el incremento en
la frecuencia de la adquisicion de A. baumannii en uni-
dades no-UCI en 2000 vs 2010 (7,6%-19,2%, respec-
tivamente, p=0,01). El estudio epidemioldgico a través
de MLST también puso de manifiesto un incremento
del grupo clonal ST2 en 2010, el cual mostré mayor
resistencia a imipenem y se asoci® a un mayor riesgo
de sepsis. A modo de resumen, es notorio el cambio
epidemiolégico en 10 anos de A. baumannii afectando
mas a pacientes ingresados en servicios convenciona-
les (no criticos) y también como causa de infecciones
en instituciones de cuidados sanitarios no hospitalarios.

En los seres humanos, Acinetobacter spp. se ha aisla-
do préacticamente de todos los sitios cultivables y pue-

de formar parte de la microbiota bacteriana de la piel,
especialmente en las regiones humedas, como los
pliegues de las axilas, ingle, y de los pies. De manera
interesante, A. baumannii, como patdégeno nosocomial
mas importante, ha sido raramente encontrado en la
piel humana (<3%) y en heces humanas (<1%).

Los pacientes colonizados por Acinetobacter spp. tie-
nen a menudo un historial de hospitalizacion prolonga-
da o terapia antimicrobiana previa. La estancia en UCI,
sobre todo ante la presencia de otros pacientes que
estan colonizados con Acinetobacter spp., predispone
a los pacientes a la colonizacion. Ello se ve favoreci-
do sobre todo en pacientes que estan intubados y en
aquellos que tienen catéteres intravenosos, dispositi-
VOS invasivos, drenajes quirdrgicos, o sondas urinarias
permanentes. Acinetobacter spp. suele cultivarse del
paciente hospitalizado a partir de muestras de esputo
O secreciones respiratorias, heridas, y la orina y pue-
de aislarse habitualmente en soluciones de irrigacion
y fluidos intravenosos. Su capacidad de sobrevivir en
desecacion unido a su facilidad para contaminar el
ambiente hospitalario y su capacidad de transmitirse
de paciente a paciente a través de las manos del per-
sonal favorece su implicacion como causa de brotes
hospitalarios. En Espana, se han descrito brotes por A.
baumannii portadores de las carbapenemasas OXA-
23, OXA-24 y OXA-58.

6.2. METODOS BASADOS EN EL CULTIVO

6.2.1. Seleccion de medios de cultivo y condi-
ciones de incubacion

A. baumannii presenta una gran facilidad para crecer
en los medios de cultivo convencionales. Con el fin de
facilitar el aislamiento de esta bacteria tanto en mues-
tras clinicas como ambientales, el uso de medios ha-
bitualmente utilizados para el aislamiento de bacterias
gramnegativas, como por ejemplo agar MacConkey,
puede ser una buena alternativa. Considerando que
buscamos bacterias multirresistentes, el uso de agar
MacConkey suplementado con gentamicina a una
concentracion de 8 mg/L o incluso cefotaxima a una
concentracion de 2 mg/L puede permitir aislar en un
primer paso A. baumannii. El uso de cefotaxima (o in-
cluso ceftazidima) a baja concentracion, pemitiria no
solo aislar A. baumannii sino también otros bacilos
gramnegativos multirresistentes de interés nosoco-
mial, como puede ser E. coli, K. pneumoniae, F. aeru-
ginosa o S. maltophilia.

Otro medio de cultivo que ha sido usado para el ais-
lamiento selectivo de Acinetobacter tanto en mues-
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tras clinicas como ambientales ha sido el medio LAM
(Leeds Acinetobacter medium), que es un medio dife-
rencial desarrollado para permitir el crecimiento selec-
tivo de especies de Acinetobacter. El medio LAM po-
see cefsulodina (15 mg/L) y cefradina (50 mg/L) para
inhibir a los gramnegativos, asi como vancomicina (10
mg/L) para prevenir el crecimiento de grampositivos.
El medio LAM contiene también fructosa y sacarosa,
azUicares que no son fermentados por las especies de
Acinetobacter, por lo que las colonias crecen con un
color rosado tras el periodo de incubacion. Aquellas
colonias capaces de crecer en este medio con estas
caracteristicas se identifican posteriormente median-
te espectrometria de masas (MALDI-TOF). Un estudio
espanol donde se estudia el valor predictivo de este
medio para la deteccion de especies de Acinetobacter
reveld un alto valor predictivo positivo para detectar A.
baumannii (90,7%) a partir de muestras ambientales,
siendo capaz también de detectar la presencia de K.
pneumoniae, aungue ambos microorganismos son fa-
cilmente distinguibles en este medio. Existen también
otros medios cromogénicos como el CHROMagar
Acinetobacter. Este medio inhibe el crecimiento de la
mayoria de los cocos grampositivos y levaduras y em-
plea un método de identificacion basado en un cambio
de color que permite a las especies de Acinetobacter
aparecer como colonias de color rojo. Este medio con
la adicion de suplementos especificos ha mostrado
una buena sensibilidad y especificidad para la detec-
cion de aislados de A. baumannii-A. calcoaceticus re-
sistentes a carbapenémicos, aunque aun requiere un
numero mayor de estudios para su validacion clinica.

Como en otros casos, los medios de cultivo se incuba-
ran durante 48 horas en aerobiosis a 35-37°C.

6.2.2. Pruebas de confirmacién y criterios
para la interpretacion de los resultados

Se realizara una primera lectura de los cultivos a las
24 horas y si es negativa a las 48 horas de incuba-
cion. El crecimiento de un microorganismo en agar
MacConkey (especialmente si esta suplementado con
antibidticos), cuya tincion de Gram revele diplococos
(cocobacilos) gramnegativos, oxidasa negativo, y ca-
talasa positivos sugiere la presencia de Acinetobacter
spp. La identificacion fenotipica es compleja debido al
gran numero de especies distintas y a la ausencia de
especificidad de las pruebas bioquimicas para diferen-
ciarlas. Por ello, el uso de galerias o paneles comercia-
les no garantiza con exactitud la identificacion a nivel
de especie. En el supuesto de usar este sistema de
identificacion, y en el caso de obtener una identifica-
cion de A. baumannii, es recomendable hacer alusion

27

en la identificacion al complejo A. baumannii-A. cal-
coaceticus, debido a la similitud a nivel fenotipico con
otras especies tal y como A . pittii, A. nosocomialis y
A. calcoaceticus.

Si bien, la identificacion molecular proporciona la iden-
tificacion de especie a nivel definitivo, la complejidad
de estos procedimientos y el tiempo requerido para
su logro complica enormemente su implementacion
en los laboratorios de Microbiologia en la practica ru-
tinaria diaria.

La irrupcion de los métodos basados en protedmica
(MALDI-TOF), su rapida implementacion en los labora-
torios de Microbiologia unido a la razonable exactitud
en la identificacion a nivel de especie en el género Aci-
netobacter ha favorecido que en la actualidad la gran
mayoria de laboratorios usen este sistema de identifi-
cacion en detrimento (o0 de manera paralela y comple-
mentaria) cada vez mas de los métodos fenaotipicos.

Una vez identificada la especie de Acinetobacter o
su asignacion al género “Acinetobacter spp.” se pro-
cedera a realizacion del antibiograma (disco difusion,
tiras con gradiente de concentracion de antibioticos,
0 microdilucion manual o automatizada en paneles
comerciales) lo cual permitira determinar la sensibili-
dad a los antimicrobianos, su fenotipo de resistencia,
y su asignacion como MDR, XDR, o PDR segun cri-
terios definidos anteriormente (Magiorakos et al.). Sin
embargo, debido a la complejidad de mecanismos de
resistencia a antimicrobianos que pueden coexistir en
este microorganismo, desde un punto de vista practico
el caracter MDR en Acinetobacter spp. se va a definir
por la presencia de resistencia a antibidticos carbape-
némicos independientemente de la resistencia a otras
familias de antibidticos.

6.2.3. Informacién de los resultados

El aislamiento e identificacion de Acinetobacter spp.
(o A. baumannii u otra especie si fuese la situacion)
multirresistente se informara: “Se aisla Acinetobacter
spp. multirresistente”.

Sialas 48 horas de incubacion no se aisla el microorga-
nismo, se informara: “No se aisla Acinetobacter spp”.

Si dentro del periodo de incubacion se aisla una cepa
que no muestra el perfil de multirresistencia, se infor-
mara: “No se aisla Acinetobacter sp.p multirresistente”
(no resistente a los antibidticos carbapenémicos inde-
pendientemente de la sensibilidad a otras familias de
antimicrobianos).

.
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6.3. METODOS MOLECULARES

6.3.1. Tipos de métodos moleculares y selec-
cién

Es importante diferenciar los distintos tipos de méto-
dos moleculares en funcion de su finalidad:

a. ldentificacion microbiana a nivel de especie a partir
de colonia aislada. Para ello, su principal incon-
veniente es que requieren disponer de la bacteria
aislada antes de su aplicacion. Entre algunos de
ellos, analisis de restriccion del ADN tras amplifi-
cacion del 16S ribosémico, el analisis del patron
genético del espaciador tRNA, y la amplificacion
selectiva de los fragmentos de restriccion median-
te AFLP™ También destacar que pueden ser utili-
zados como marcadores moleculares secuencias
especificas de genes tal y como los espaciadores
intergénicos (ITS), la region entre los genes riboso-
micos 16S-23S ARNr, recA, rpoB, y gyrB. Otras
especies de Acinetobacter, tal y como A. ursingii y
A. haemolyticus, aunque en menor grado, se es-
tan también describiendo como patdégenos noso-
comiales, aunque su potencial patdgeno humano
difiere bastante de A. baumannii en mayor medida
y también respecto a A. pittii y A. nosocomialis.

b. Métodos moleculares para detectar la presencia
de A. baumannii en el ambiente hospitalario. En
el estudio previamente referenciado, se probd la
deteccion de A. baumannii en superficies am-
bientales de una unidad de criticos usando PCR
cuantitativo en tiempo real con el gen de la pro-
teina de membrana externa OmpA como diana,
como método comparativo se utilizd el cultivo en
medio LAM. En general, la PCR en tiempo real
detecto la superficie contaminada en 4 horas con
una alta sensibilidad (100%) respecto al cultivo
convencional. Sin embargo, 38% de las muestras
fueron positivas por PCR y negativas por cultivo,
lo cual pone de manifiesto la existencia de ADN
bacteriano no asociado con bacterias viables, o
una limitacion del propio método del cultivo bac-
teriano.

c. Métodos moleculares orientados a detectar A.
baumannii multirresistente a antibiéticos (MDR).
Debido a la complejidad de mecanismos de resis-
tencia a antibidticos que pueden coexistir en este
microorganismo, desde un punto de vista practico
la presencia de multirresistencia (referido arriba)
desde un enfoque molecular se va a definir por la
presencia de enzimas carbapenemasas, y de ma-
nera mas especifica por los genes del tipo OXA
(OXA-23,-24-58,-143,-235 e ISAbal-OXA-51).

No obstante, también habra que considerar ge-
nes que codifiguen MBL como IMP, VIM, NDM vy
SIM. En este sentido, se ha definido y validado una
PCR en tiempo real con sondas Tagman capaz de
detectar de manera rapida las carbapenemasas
de clase D presentes en A. baumannii. Se estan
haciendo esfuerzos desde la industria diagnosti-
ca para implementar esta tecnologia a partir de
muestra clinica directa, en lugar de partir de la co-
lonia aislada, lo que se traduciria en una importan-
te reduccion en los tiempos de respuesta.

6.3.2. Criterios para la interpretacion e infor-
macion de los resultados

En funcién de la finalidad de la técnica molecular los
resultados se infromaran como:

a. Anivel de deteccion de A. baumannii en el ambien-

te hospitalario. Los resultados no son solo cuali-
tativos, sino que la propia técnica permite cuan-
tificar las copias de ADN gendmico, por lo que el
resultado obtenido permite determinar el grado de
contaminacion de la superficie expuesta analizada
y por tanto, la probabilidad de favorecer una trans-
mision a partir de la misma. Es conveniente realizar
las determinaciones por duplicado, con el fin de
proporcionar un resultado lo mas fiable posible, y
ademas usar otra torunda para cultivo bacteriano.
Se deben incluir controles positivos y negativos en
cada determinacion. Las muestras se considera-
ran positivas si el ciclo umbral aparece dentro de
los 38 ciclos del ensayo.
En esta aproximacion y si tras la PCR se observa
un resultado positivo podemos informar el resulta-
do como: “Se detecta ADN de A. baumannii” (en el
caso de una identificacion precisa o Acinetobacter
spp. si no es el caso). En caso contrario se infor-
mara como “No se detecta ADN de A. baumannii”.
No hay evidencia suficiente que justifique informar
un resultado de manera cuantitativa.

b. A nivel de deteccion de un Acinetobacter spp.
MDR. Los resultados seran cualitativos en todos
los casos a través de PCR simple o multiple con
todos los genes tipo OXA-o MBL-amplificados
(con controles positivos y negativos).

Si la técnica molecular se aplica sobre colonias ais-
ladas, se informara del gen codificante de la carba-
panemasa detectado tras el nombre y especie del
aislamiento; como se ha mencionado previamente
se informara como Acinetobacter spp. o A. bauman-
nii en funcion de la exactitud en la identificacion: “Se
aisla [nombre del microorganismo] productor de [tipo
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de carbapenemasal”’. Si la técnica se realiza sobre
muestra clinica se informara como “Mediante [método
empleado] se detecta la presencia del gen codifican-
te de [tipo de carbapenemasa]”’; en caso contrario se
informara como: “Mediante [método empleado] no se
detecta la presencia de genes codificantes de [tipo de
carbapenemasa)”.

7. Pseudomonas aeruginosa MULTIRRE-
SISTENTE A ANTIBIOTICOS

7.1. IMPACTO CLINICO Y EPIDEMIOLOGICO

P, aeruginosa, microorganismo ubicuo en la naturaleza
y de gran versatilidad, es uno de los principales pato-
genos implicados en infecciones humanas oportunis-
tas. P aeruginosa es una de las causas mas frecuentes
de infeccion en pacientes hospitalizados, afectando
especialmente a pacientes ingresados en las UCI con
neumonia asociada a ventilacion mecanica o con in-
feccion de quemaduras extensas, ambos procesos
asociados con una elevada mortalidad. Asimismo, P
aeruginosa es la principal causa de infeccion respira-
toria cronica en pacientes con fibrosis quistica (FQ),
bronquiectasias o enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC). R aeruginosa puede también causar
neumonia comunitaria, infecciones urinarias, endocar-
ditis, meningitis, diversas formas de otitis, queratitis y
endoftalmitis y osteomielitis entre otras. Aunque el mi-
croorganismo no suele formar parte de la microbiota
normal del ser humano, puede producirse la coloniza-
cion a nivel del tracto gastrointestinal y de otras zonas,
como faringe, axila, y periné.

P aeruginosa posee multiples factores de virulencia.
Entre ellos cabe destacar especialmente el sistema de
secrecion tipo I, utilizado por este microorganismo
para inyectar potentes exotoxinas en las células eu-
cariotas. P aeruginosa puede producir cuatro de es-
tas exotoxinas, codificadas por los genes exoS, exoT,
exoY, y exoU. Mientras que la presencia de exoT es
practicamente uniforme en P aeruginosa, la presencia
de los otros genes es mas variable. Particularmente,
las cepas positivas para exoS son negativas (y vicever-
sa) para exoU, que es menos frecuente pero codifica la
citotoxina mas potente.

La patogenia de las infecciones por P aeruginosa ade-
mas se relaciona estrechamente con la situacion del
huésped. En este sentido son importantes la rotura de
la barrea cutaneo-mucosa, los trastornos de la inmu-
nidad humoral y la neutropenia. Los principales facto-

res relacionados con la multirresistencia son la grave-
dad de la infeccion, el uso de dispositivos invasivos,
la hospitalizacion prolongada y la exposicion previa a
antimicrobianos, especialmente carbapenemas y fluo-
roquinolonas.

LLa creciente prevalencia de infecciones nosocomiales
por cepas de P aeruginosa MDR y XDR, llegando en
ocasiones incluso a la PDR, compromete enormemen-
te la seleccion de tratamientos efectivos, y por tanto
se asocia con una elevada morbilidad y mortalidad. La
prevalencia de cepas MDR se sitla ya en cifras supe-
riores al 30% a nivel mundial, incluyendo los hospitales
espanoles; aproximadamente la mitad de las cepas
MDR serian ademas XDR. Esta creciente prevalencia
de fenotipos MDR/XDR resulta de la conjuncion de la
extraordinaria capacidad de P aeruginosa para desa-
rrollar resistencia frente a casi todos los antimicrobia-
nos disponibles mediante la seleccion de mutaciones
cromosomicas, con la cada vez mas frecuente pro-
duccion de determinantes de resistencia exdgenos,
generalmente localizados en integrones codificados
en plasmidos o transposones.

Una de las caracteristicas mas preocupantes de P,
aeruginosa es su notable resistencia intrinseca y su
extraordinaria capacidad para ampliar esta resistencia
a practicamente todos los antimicrobianos disponibles
por seleccion de mutaciones en un complejo entrama-
do de genes implicados en la resistencia y su regula-
cion. Este hecho tiene graves repercusiones sobre la
eficacia del tratamiento de la infeccion por P aerugi-
nosa, sobre todo cuando afecta a pacientes criticos
ingresados en la UCI o aquellos con infecciones croni-
cas donde este problema se magnifica debido a la alta
frecuencia de cepas hipermutadoras (cepas con una
tasa de mutacion espontanea hasta 1000 veces mas
altas de lo normal).

El principal mecanismo para desarrollar resistencia a
las penicilinas (como la ticarcilina o la piperacilina) o
las cefalosporinas (como la ceftazidima o cefepima)
antipseudomonicas es la seleccion de mutantes con
hiperproduccion constitutiva (desrepresion) de la ce-
falosporinasa cromosoémica inducible AmpC. Entre
los mecanismos de resistencia mutacionales destaca
también la represion o inactivacion de la porina OprD,
que junto con la expresion inducible de AmpC confie-
re resistencia a imipenem y sensibilidad disminuida al
meropenem. La inactivacion de OprD frecuentemente
actla también de forma sinérgica con la desrepresion
de AmpC confiriendo resistencia a todos los beta-
lactamicos. Finalmente, la hiperexpresion de alguna
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de las multiples bombas de expulsion, principalmen-
te MexAB-OprM y MexXY-OprM y en menor medida
MexEF-OprN y MexCD-Oprd, contribuye de forma
notable a los fenotipos de resistencia. MexAB-OprM
es la que presenta un perfil de sustratos mas amplio.
Su expresion constitutiva juega un papel notable en
la resistencia intrinseca y su hiperexpresion por muta-
ciones cromosomicas afecta a todos los antibidticos
beta-lactamicos (excepto el imipenem) y a las fluoro-
quinolonas. La hiperexpresion de MexAB-OprM su-
mada a la inactivacion de OprD es una de las causas
mas frecuentes de resistencia clinica a meropenem.
La expresion inducible de MexXY juega un papel im-
portante en la resistencia intrinseca a aminoglucésidos
y su hiperexpresion mutacional ademas juega un pa-
pel importante en la resistencia adquirida a cefepima.
La hiperexpresion de MexEF-OprN y MexCD-Oprd es
menos frecuente y afecta sobre todo a las quinolonas.
No obstante, las mutaciones (mexT/mexS) que llevan
a la hiperexpresion de MexEF-OprN también confieren
sensibilidad disminuida a carbapenemas por represion
de oprD. La hiperexpresion de MexCDF-Oprd, mas
frecuente en infecciones cronicas, también contribuye
a la resistencia a cefepima, a pesar de conferir hiper-
sensibildiad a la mayoria de los B-lactamicos y a los
aminoglucoésidos. Las interacciones entre todas estas
mutaciones de resistencia son complejas pero pueden
resultar en fenotipos MDR/XDR.

Aunqgue proporcionalmente es todavia mucho menos
comun que la resistencia mutacional, cada es vez
mas frecuente a nivel mundial la deteccion de elemen-
tos genéticos transferibles (integrones localizados en
transposones y/o plasmidos) portadores de genes de
carbapenemasas o BLEE junto con determinantes de
resistencia a aminoglucésidos. Particularmente rele-
vantes son las MBL, cuya prevalencia en aislados de
P aeruginosa en Espafa ha aumentado mas de 10
veces (del 0,08% al 1%) en cinco anos (2003-2008)
y han sido responsables de importantes brotes epi-
démicos. Estudios recientes sugieren que los bacilos
gramnegativos no fermentadores ambientales podrian
ser los reservorios de estos elementos, amplificados
por transferencia a determinados clones de P aerugi-
nosa con gran capacidad de diseminacion. De hecho,
estudios recientes demuestran que la mayoria las ce-
pas de P aeruginosa productoras de carbapenema-
sas o0 BLEE, pertenecen a los denominados clones de
alto riesgo, principalmente los ST235, ST111 0 ST175.
Si bien estas lineas clonales MDR/XDR estan amplia-
mente extendidas a nivel internacional, cabe destacar
que existe una importante variabilidad en los determi-
nantes de resistencia exdégenos implicados, sugiriendo

que la expansion de estos clones MDR/XDR precede
a la adquisicion de los elementos genéticos transferi-
bles. Asimismo, cabe destacar que estos clones de
alto riesgo MDR/XDR siempre albergan una importan-
te carga de mecanismos de resistencia mutaciona-
les ademas de la codificada en elementos genéticos
transferibles. Las MBL descritas en P aeruginosa in-
cluyen las VIM, IMP, SPM, GIM, SIM, NDM, AlM, y FIM.
Al contrario de lo que ocurre en las enterobacterias, la
MBL detectada con mayor frecuencia en P aeruginosa
en Espana es con gran diferencia la VIM-2. No obstan-
te, también se han descrito casos de VIM-1, VIM-13,
VIM-20 y variantes de IMP como la IMP-15. Entre las
carbapenemasas de clase A detectadas en P aerugi-
nosa cabe destacar las de tipo GES, particularmente
la GES-5, causante de un importante brote epidémico
en un hospital de Madrid. Entre las BLEE detectadas
en P aeruginosa cabe destacar las de tipo OXA, con
varios derivados descritos por primera vez en Espana,
asi como las de tipo PER, VEB o BEL. En principio €l
hallazgo de este tipo de beta-lactamasas en nuestro
pais se limita todavia a casos esporadicos, si bien la
dificultad de su deteccion podria llevarnos a infraesti-
mar su incidencia.

De todo lo expuesto se deduce que el escenario epi-
demioldgico de la resistencia antibidtica en R aeru-
ginosa, ademas de ser extraordinariamente comple-
jo, se caracteriza por presentar multiples niveles que
debemos considerar para optimizar las estrategias de
vigilancia y control. Estos niveles incluyen la resistencia
MDR y XDR, la resistencia mutacional y la transferible
y la resistencia mediada por clones esporadicos o epi-
démicos (de alto riesgo). Idealmente, la vigilancia de-
beria hacerse de todas las cepas MDR, ya que cons-
tituyen la base del problema, pero quizas las medidas
de control, como el aislamiento de los pacientes o la
busqueda activa de casos de colonizacion, podria limi-
tarse a las cepas XDR, mucho mas preocupantes des-
de el punto de vista terapéutico y con unos numeros
de incidencia mas asequibles para este objetivo. Sin
duda, aunque solo fuera por la transmisibilidad del me-
canismo, las cepas productoras de carbapenemasas
y BLEE deberian vigilarse y controlarse de forma es-
pecifica. El interés de esta vigilancia especifica cobra
aun mas fuerza con la reciente introduccion de nuevas
alternativas terapéuticas, como ceftazidima-avibactam
y ceftolozano-tazobactam, que son muy activas frente
a las cepas MDR/XDR por mecanismos mutacionales
(por ejemplo hiperproduccion de AmpC) pero inacti-
vos frente a las cepas productoras de muchas de las
beta-lactamasas adquiridas, particularmente las MBL.
Finalmente, dada su extraordinaria capacidad de dise-

30

.
eimc



DOCUMENTO CIENTIFICO

minacion a nivel global, seria pertinente llevar a cabo
una estrategia especifica de vigilancia y control de los
clones de alto riesgo.

7.2. METODOS BASADOS EN EL CULTIVO

7.2.1. Seleccion de medios de cultivo y condi-
ciones de incubacién

P aeruginosa sobrevive en la mayoria de ambientes y
temperaturas propias del entorno clinico y crece con
facilidad en los medios de cultivo habituales, incluyendo
los diferenciales para bacterias gramnegativas, como
el agar MacConkey. También disponemos de medios
con agentes selectivos (esencialmente con cetrimida)
para favorecer el crecimiento de P aeruginosa a partir
de muestras clinicas que puedan contener microbiota
mixta y muestras ambientales. El uso de medios que
incluyan antimicrobianos como agentes selectivos es-
tard guiado por los fines de los cultivos de vigilancia.
La practica totalidad de las cepas clinicas de R aerugi-
nosa son resistentes a las concentraciones de cefota-
xima (1-2 mg/L) que habitualmente se emplean en los
medios selectivos de vigilancia microbiolégica disena-
dos para el aislamiento de enterobacterias multirresis-
tentes, por lo que su uso serviria para la deteccion de
colonizacion por P aeruginosa con independencia de
si el correspondiente aislado es o no multirresistente.
Los medios de cultivo deben incubarse en aerobiosis a
35°C durante 48 horas. Para el aislamiento especifico
de P aeruginosa MDR/XDR deben utilizarse medios
selectivos apropiados, generalmente utilizando tam-
bién como base el agar MacConkey. Para su disefno
deben considerarse dos posibles escenarios, la vigi-
lancia genérica de R aeruginosa MDR/XDR o el segui-
miento de una cepa MDR/XDR concreta en el contexto
de un brote o situacion de endemicidad. En el primer
caso debemos elegir un antipseudomoénico concreto
lo mas representativo posible del problema de la mul-
tirresistencia en R aeruginosa. El mas recomendado
en este sentido es el meropenem (concentracion 1-2
mg/L), basicamente por dos motivos: (i) la resistencia
a este antibidtico se asocia muy frecuentemente con
perfiles de multirresistencia y (ii) las carbapenemas son
probablemente los antibidticos de mayor relevancia
en el tratamiento de las infecciones por P aeruginosa.
Para el seguimiento de cepas MDR/XDR concretas se
seleccionara el o los antibidticos mas apropiados de
acuerdo al fenotipo. Estos pueden contener por ejem-
plo varias combinaciones de ceftazidima, meropenem,
tobramicina o ciprofloxacino. Finalmente, la deteccion
de cepas productoras de carbapenemasas o BLEE
puede verse favorecida por la adicion al medido se-
lectivo de cloxacilina (500 mg/L). La cloxacilina, como

potente inhibidor de AmpC, inhibe la resistencia mu-
tacional a beta-lactamicos, incluyendo la resistencia a
ceftazidima por hiperproducion de AmpC vy la resis-
tencia a imipenem por perdida de OprD + expresion
inducible o desreprimida de AmpC. Por ello, el agar
MacConkey suplentado con ceftazidima + cloxacilina
o imipenem + cloxacilina puede aumentar la especifi-
cidad en la deteccion de cepas productoras de BLEE
y carbapenemasas, respectivamente, aunque ello iria
acompafado de la no deteccion de cepas MDR/XDR
por mecanismos de resistencia mutacionales.

7.2.2. Pruebas de confirmaciéon y criterios
para la interpretacion de los resultados

Una vez documentado el crecimiento de P, aeruginosa
(identificacion por espectrometria de masas MALDI-
TOF o pruebas bioquimicas convencionales) en el me-
dio selectivo correspondiente, sera necesario realizar
un antibiograma para definir los perfiles MDR, XDR o
PDR, incluyendo la no sensibilidad (cepas con sensi-
bilidad intermedia + cepas resistentes). Los antimicro-
bianos a estudiar siguiendo la recomendacion de Ma-
giorakos et al. se agrupan en las 8 siguientes clases:
cefalosporinas antipseudomonicas (ceftazidima y ce-
fepime), penicilinas+ inhibidores de beta-lactamasas
(ticarcilina+ clavulanico y piperacilina+ tazobactam),
monobactamicos (aztreonam), carbapenemas antip-
seudomonicas (imipenem, meropenem y doripenem),
aminoglicésidos (gentamicina, tobramicina, amikaci-
na y netiimicina), fluoroquinolonas antipseudomaoni-
cas (ciprofloxacino, levofloxacino), acidos fosfénicos
(fosfomicina) y polimixinas (colistina y polimixina B).
No obstante, conviene tener en cuenta una serie de
consideraciones. En nuestro pais, como en el resto de
Europa, deben utilizarse los puntos de corte de sensi-
bilidad del EUCAST para definir las categorias clinicas.
Debido a las importantes diferencias en los puntos
de corte, la aplicacion de criterios del CLSI produce
importantes discrepancias en la prevalencia de MDR
y XDR, generalmente mas bajas que cuando se utili-
zan criterios EUCAST. En la préctica, la aplicacion de
puntos de corte EUCAST obliga a la no consideracion
del aztreonam en las definiciones MDR/XDR/PDR, ya
que el punto de corte actual para este antibiético (S
<1mg/L) considera que R aeruginosa es, de forma in-
trinseca, no sensible a este antibidtico. Por tanto, el
aztreonam no deberia considerarse ya que las defini-
ciones solo hacen referencia a la resistencia adquiri-
da. De igual forma, la inexistencia de puntos de corte
especificos de fosfomicina para P aeruginosa hacen
recomendable la no consideracion de este antibidtico
en las definiciones. Otra recomendacion particular es
la no consideracion de la gentamicina entre los amino-
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glicésidos antipseudomoénicos, por su menor actividad
intrinseca. Finalmente, la evaluacion de la ticarcilina-
clavulanico, netilmicina, levofloxacino y polimixina B
podria ser prescindible. Por el contrario, la evaluacion
de ceftazidima-avibactam y/o ceftolozano-tazobactam
podria ser de gran utilidad para la inferencia de la pre-
sencia de beta-lactamasas adquiridas, ademas de su
posible utilidad clinica en un futuro cercano. De hecho,
uno de los mayores retos en el analisis de la resistencia
en P aeruginosa es la diferenciacion entre resistencia
cromosomica (OprD+ AmpC) y la mediada por beta-
lactamasas transmisibles. En ocasiones el propio per-
fil de resistencia puede sugerir la presencia de estas
beta-lactamasas; tal seria el caso por ejemplo de la
resistencia a ceftazidima y sensibilidad a piperacilina-
tazobactam como indicador de BLEE o la resisten-
cia a todos los beta-lactamicos menos el aztreonam
como indicador de MBL. No obstante, debido a diver-
sos factores entre los que cabe destacar la frecuente
presencia simultanea de multiples mecanismos de re-
sistencia, los fenotipos de resistencia ligados a beta-
lactamasas transferibles no siempre son aparentes.
Como se ha comentado anteriormente, la inhibicion de
la resistencia a beta-lactamicos por cloxacilina es un
marcador sensible y especifico de resistencia cromoso-
mica (OprD+ AmpC) y por tanto se puede utilizar como
ensayo de cribado en la deteccion de beta-lactamasas
adquiridas, incluyendo BLEE y carbapenemasas. Exis-
ten varias aproximaciones en este sentido, incluyendo
la utilizacion de discos de p-lactamicos con o sin cloxa-
cilina (4000 pg) o la evaluacion de la sensibilidad en
medio con o sin cloxacilina (500 pg/ml). Una vez detec-
tada la presencia de una beta-lactamasa acquirida se
podran realizar de una forma mas dirigida los ensayos
fenotipicos para BLEE (como por ejemplo la prueba de
sinergia de doble disco, mejor en medio con cloxacili-
na) o carbapenemasas, incluyendo los ensayos de in-
hibicion por EDTA o &cidio dipicolinico para las MBL, el
test de Hodge modificado (mejor utilizando la cepa de
K. pneumoniae productora de BLEE ATCC 700603 en
el caso de P, aeruginosa), o alguno de los métodos co-
lorimétricos (como por ejemplo Carba NP o Rapid Carb
screen) o la espectrometria de masas MALDI-TOF para
la deteccion de actividad carbapenemasa.

7.2.3. Informacion de los resultados

Como se ha comentado, existen varios posibles nive-
les en la definicion de los fenotipos de resistencia a
multiples antibidticos en P aeruginosa. Como minimo,
deberia informase si la muestra es positiva o negativa
para P aeruginosa MDR. Idealmente, el andlisis debe
ir mas alla y diferenciar, dentro de las MDR, las cepas
que presentan perfiles XDR. De igual forma, en fun-
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cion de las posibilidades de cada centro se deberia
informar de forma especifica las cepas productoras de
BLEE o carbapenemasas (0 MBL en su caso).

7.3. METODOS MOLECULARES

7.3.1. Tipos de métodos moleculares y selec-
ciéon

La principal limitacion para la deteccion de la multi-
rresistencia en P aeruginosa por técnicas moleculares
es que frecuentemente esta mediada por mutaciones
cromosomicas que bien determinan la hiperproduc-
cion de AmpC, la inactivacion de OprD, la hiperexpre-
sion de alguna de las multiples bombas de expulsion,
o la modificacion de la diana del antibiético. Dado el
extraordinario nUmero de genes potencialmente impli-
cados (muchos todavia desconocidos o poco estudia-
dos), la unica aproximacion molecular razonable a la
deteccion de los mecanismos de resistencia cromo-
sémica seria la secuenciacion del genoma completo
del microorganismo. No obstante, si bien hemos avan-
zado bastante en los ultimos afos, aun estamos lejos
de conseguir una aceptable correlacion entre genoti-
po y fenotipo de resistencia principalmente debido a:
i) la dificultad para predecir el resultado fenotipico de
la interaccion entre los multiples mecanismos (y mu-
taciones) de resistencia frecuentemente presentes de
forma simultanea, (i) el conocimiento todavia incom-
pleto de todos los genes potencialmente implicados
en la resistencia mutacional y los fenotipos conferidos
en cada caso Y (iii) la frecuente dificultad para distinguir
mutaciones relevantes de simples polimorfismos ge-
néticos. No obstante, la propia deteccion de P aeru-
ginosa (independientemente del perfil de resistencia)
en muestras clinicas mediante alguna de las multiples
técnicas moleculares disponibles, incluyendo PCR o
diversos arrays, puede ser ya de por si de utilidad, al
menos desde el punto de vista terapéutico.

Por otro lado, las técnicas moleculares si son de utili-
dad para la deteccion de mecanismos de resistencia
transferibles como las BLEE o las carbapenemasas,
tanto sobre muestra clinica directa como sobre colo-
nias aisladas. Existen multiples técnicas disponibles,
muchas de ellas comerciales, incluyendo técnicas
basadas en PCR (PCR convencional, PCR en tiempo
real, multiplex, etc) o en microarrays, entre otras. No
obstante, la mayoria de las técnicas disponibles para
la deteccion de BLEE o carbapenemasas estan opti-
mizadas para enterobacterias pero no frente a P aeru-
ginosa, lo que posiblemente afecta a la eficiencia de
la técnica y determina que la seleccion de las dianas
genéticas seleccionadas no sean las mas adecuadas
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para P aeruginosa. Este hecho afecta especialmente
a las BLEE, ya que las mas frecuentes en P aerugino-
sa (OXA, PER, GES, VEB, etc.) no suelen incluirse en
los protocolos disefados para enterobacterias. Esto
también ocurre en menor medida para las carbapene-
masas, si bien las mas frecuentes en P aeruginosa en
nuestro medio (VIM) suelen estar incluidas. Como se
ha comentado en apartados anteriores, la identifica-
cion molecular de BLEE o carbapenemasas sobre co-
lonia, idealmente debe estar precedida por una buena
caracterizacion fenotipica.

Finalmente, otra aproximacion molecular a la detec-
cion de la multirresistencia en P aeruginosa actual-
mente en vias de desarrollo es la deteccion directa de
los principales clones MDR de alto riesgo circulantes.

7.3.2. Criterios para la interpretacion e infor-
macion de los resultados

La deteccion de los genes de resistencia directamente
sobre las muestras clinicas generalmente no permi-
te distinguir la especie implicada, incluso aunque se
acompafien de la deteccion molecular simultanea de
los patégenos correspondientes. Por tanto, cuando se
analizan muestras clinicas hablaremos de presencia o
ausencia de genes resistencia mas que de su asocia-
cién con patdgenos concretos. La deteccion de los
genes correspondientes sobre colonias aisladas si nos
permitira identificar el microorganismo productor.

Cuando se analizan muestras clinicas directas el re-
sultado a informar sera si la muestra es positiva 0 no
para el gen o los genes analizados: “Mediante [método
empleado] se detecta la presencia de un gen codifi-
cante de [tipo de BLEE o carbapenemasa]”’. Cuando
la técnica molecular se haya aplicado sobre colonias
aisladas se informara el microorganismo correspon-
diente: “Se alsla P aeruginosa productora de [tipo de
BLEE o carbapenemasal”. El grado de concrecion en
el mecanismo detectado dependera de la técnica uti-
lizada. Por ejemplo, existen PCR genéricas para car-
bapenemasas tipo VIM u otras mas especificas para
carbapenemasas tipo VIM-1 o tipo VIM-2. En cualquier
caso, la identificacion inequivoca de las beta-lactama-
sas concretas requiere la secuenciacion completa del
gen correspondiente.

La ausencia de deteccion se informara como: “Me-
diante [método empleado] no se detecta la presencia
de genes codificantes de [tipo de BLEE, AmpC-p o
carbapenemasa]”’. Por ejemplo, “Mediante PCR sim-
ple no se detecta la presencia de genes codificantes
de carbapenemasas del tipo VIM”.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el procedimiento para la deteccion del estado de portador de Staphylococ-
cus aureus resistente a meticilina (SARM) en muestras de pacientes recogidas para realizar vigilancia microbioldgica
del estado de portador. Se describen los tipos de muestras y su procesamiento en el laboratorio. El protocolo que
se desarrolla a continuacion se refiere a S. aureus que contiene el gen mec. Por otra parte, este documento no se
refiere al aislamiento de SARM en muestras clinicas para establecer un diagnéstico etioldgico.

2. FUNDAMENTO

S. aureus es un microorganismo que coloniza habitualmente a los humanos. Sin embargo, puede comportarse
como un patégeno y causar una gran variedad de infecciones. El principal mecanismo de resistencia es la produc-
cion de una proteina de union a la penicilina (PBP2a), codificada por el gen mecA, que presenta baja afinidad por
los antibidticos beta-lactamicos, a excepcion de una nueva clase de cefalosporinas como es la ceftarolina. En el
afo 2011 se describid un gen homologo de mecA denominado mecC. Se han aislado cepas de SARM con mecC
en humanos y en una gran variedad de animales. La colonizacion por SARM es un factor de riesgo para el desarro-
llo de infecciones en los hospitales y, en general, en el ambito de la asistencia sanitaria. Los pacientes ingresados
en el hospital pueden ser la fuente de transmision a otros pacientes, con frecuencia a través de las manos del
personal sanitario. Las infecciones por SARM producen una mayor morbilidad y mortalidad que las producidas
por cepas sensibles a meticilina. Por estos motivos, la vigilancia microbioldgica de la colonizacion por SARM es
un componente importante en los programas de control de la infeccion hospitalaria. El cultivo es el método mas
utilizado para detectar la colonizacion por SARM.

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion de colonizacion por SARM i) la utilizacion de técnicas basa-
das en el cultivo en medios selectivos y diferenciales, ii) la utilizacion de técnicas rapidas moleculares capaces de
detectar la presencia del gen mec. La eleccion del método de deteccion dependera en gran parte de las carac-
teristicas epidemioldgicas de cada hospital, y debera ser establecida dentro del programa para el control de este
tipo de microorganismos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C. Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 1a. SEIMC 2003. Disponible en http://www.seimc.org/
contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologiala.pdf.

2. Martinez-Martinez L (Coordinador). Eliecer-Cano M, Dominguez MA, Ezpeleta-Baquedano C, Martinez-Marti-
nez L, Padilla-Ortega B, Ramirez-de Arellano E. Cultivos de vigilancia epidemioldgica de bacterias resistentes
a los antimicrobianos de interés nosocomial. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 26. SEIMC 2007.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia?6.pdf.

3. Morosini Ml (Coordinadora). Ardanuy C, Cercenado E, Morosini MI, Torres C. Deteccion fenotipica de meca-
nismos de resistencia en grampositivos. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 39. SEIMC 2011. Dispo-
nible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-proce-
dimientomicrobiologia39.pdf.

4. EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or ep-
idemiological importance. Version 1.0, December 2013. Disponible en: http://www.eucast.org/fileadmin/
src/media/PDFs/EUCAST _files/Resistance_mechanisms/EUCAST _detection_of_resistance_mechanisms_
v1.0_20131211.pdf.

5. Normativa EUCAST vigente del afio en curso, disponible en www.eucast.org. European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 5.0
valido desde 2015-01-01.

6. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales fenotipicos o genotipicos

que se utilicen.
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4. MUESTRAS

4.1. RECOGIDA, CONSERVACION Y TRANSPORTE

La toma de la muestra, su transporte y su conservacion para cultivos de vigilancia microbioldgica se realizaran
siguiendo las recomendaciones generales de la SEIMC en su “Procedimiento de Microbiologia Clinica n° 1a: Re-
cogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia.”

Las muestras adecuadas para cultivo son las siguientes:

e Exudado nasal (vestibulo nasal): es la muestra mas adecuada si se elige una Unica muestra para realizar cul-
tivos de vigilancia.

e Sise utilizan varias muestras, la combinacion de torunda nasal, faringea, y rectal/perineal es la que tiene mayor
sensibilidad para detectar colonizacion por SARM.

e En circunstancias clinicas especiales (unidades clinicas de alto riesgo, pacientes con determinados factores
de riesgo, etc.), que deberian ser definidas en el programa de control de la infeccion hospitalaria, puede ser
util anadir el estudio de otras muestras (respiratorias, exudados de Ulceras, orinas, etc.) para la deteccion de
colonizacion por SARM.

e Toma de exudado nasal:

- Introducir la torunda impregnada en solucion salina estéril primero en una coana y después en la con-
tralateral, realizando movimientos rotatorios a lo largo del tabique nasal. Se puede emplear la misma
torunda para ambas fosas nasales. Se pueden utilizar torundas con una punta cubierta con fibras de
nylon en combinacion con un medio liquido de transporte (ESwab).

- Se recomienda torunda con medio de transporte. Se puede conservar durante un tiempo inferior o igual
a 24 horas a temperatura ambiente o en nevera entre 2-8°C.

- Las muestras para cribado de SARM deben ir acompafadas de un volante/peticion electronica en el
que debera constar que se solicita un estudio de vigilancia microbioldgica de SARM, ademas de incluir
los datos de filiacion del paciente, tipo de muestra, servicio de procedencia y codigo del clinico que
realiza la peticion.

4.2. CRITERIOS DE RECHAZO
Se debe rechazar cualquier muestra en la que se observen las siguientes incidencias:

e Defectos en la identificacion de la muestra: etiquetado inadecuado o erréneo, o peticion mal cumplimentada.

e Muestras enviadas errbneamente, por ejemplo exudado nasal para diagnéstico de sinusitis.

e Mal estado de conservacion de la muestra, recogida en recipiente no adecuado: temperatura inadecuada,
muestras en medio no apropiado, mala conservacion, recipiente no estéril.

¢ Muestras derramadas por envase inadecuado o mal cerrado.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

5.1. CULTIVO DE LA MUESTRA

e Agar manitol-sal. Almacenar a 2-8°C, vigilando la fecha de caducidad. Existen placas de cultivo ya preparadas
comercialmente.

e Agar manitol-sal con cefoxitina (4 mg/L) o medio MRSA (methicillin-resistant screening agar). Almacenar a
2-8°C, vigilando la fecha de caducidad. Existen placas de cultivo ya preparadas comercialmente.

e Agar cromogénico. Almacenar a 2-8°C, vigilando la fecha de caducidad del fabricante. Existen placas de cul-

tivo ya preparadas comercialmente.
)
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e Medio liquido de enriquecimiento (Mueller-Hinton o triptona soja) suplementado con cloruro sédico. Almacenar
a 2-8°C, vigilando la fecha de caducidad. Este medio es opcional y se puede utilizar previo a la inoculacion en
placas.

Los medios preparados en el laboratorio se almacenaran a 2-8°C durante no mas de 7-10 dias

5.2. REACTIVOS COMPLEMENTARIOS PARA CONFIRMACION DE IDENTIFICACION Y
RESISTENCIA

e Colorantes para tincion de Gram.

e Perdxido de hidrogeno.

e Reactivos para la realizacion de la prueba de la coagulasa y/o aglutinacion con latex.

e Reactivos (matriz y calibradores) para la identificacion mediante espectrometria de masas (MALDI-TOFF).
e Sistemas comerciales de identificacion y de determinacion de sensibilidad a antimicrobianos.

e Reactivos para la deteccion de PBP2a mediante aglutinacion con latex.

e Ensayo molecular (PCR) para la deteccion del gen mecA, o en su caso del gen mecC.

5.3. DETECCION MOLECULAR DEL GEN mec

La necesidad de obtener un resultado rapido en los estudios de vigilancia de SARM ha favorecido el desarrollo
de pruebas moleculares para su deteccidon en muestras clinicas. Existen diferentes métodos comerciales que
permiten la deteccion del gen mecA en aislamientos de S. aureus. Recientemente, se han desarrollado métodos
comerciales que incluyen la deteccion del gen mecC.

Los métodos comerciales que han sido aprobados para uso diagnoéstico han sido validados principalmente en
muestras nasales. La deteccién molecular también puede hacerse directamente sobre el crecimiento bacteriano
obtenido en el cultivo, serviria como confirmacion de la deteccion fenotipica. Se utilizaran los reactivos necesarios
segun especificaciones de cada fabricante.

6. APARATOS Y MATERIAL
En funcion del nivel del alcance, fenotipico o molecular, los aparatos y materiales necesarios seran diferentes.

6.1. APARATOS
Nivel fenotipico:

e (Cabina de seguridad bioldgica.

Estufa de 35°C.

Agitador tipo vortex.

Nevera de 4°C.

Sistemas de identificacion automatico o semiautomatico.
Espectrometro de masas (MALDI-TOFF).

e Congelador (-20°C).

Nivel molecular:

e Termobloques.
e Centrifugas.
e Termocicladores.
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e Equipo de PCR a tiempo real.
e Fuente de electroforesis, bandejas y cubetas.
e Sistema de visualizacion de geles con transiluminador UV.

6.2. MATERIAL
Nivel fenotipico:

e Asas de siembra.

Torundas de algodon estériles.

Dispensadores multidiscos o pinzas.

Pipetas Pasteur estériles.

Escala del 0,5 de MacFarland o cualquier otro sistema de medida de turbidez.
e Contenedores para desechar material infeccioso.

Nivel molecular:

e Pipetas calibradas.
e Puntas de pipeta con filtro.
e Sistemas de purificacion de ADN.

El mantenimiento, limpieza y calibracion de todos los aparatos e instrumentos requeridos se realizara segun las
normas de cada fabricante y los procedimientos de trabajo de cada centro.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS, INOCULACION E INCUBACION DE LOS MEDIOS
DE CULTIVO

1. Atemperar los medios de cultivo previamente a su uso.

2. Registrar y numerar la muestra.

3. Rotular los medios correspondientes adecuados para la busqueda de SARM con el nimero de la muestra, la
fechay el tipo de muestra.

4. Con la torunda descargar la muestra en un tercio aproximadamente de cada placa, rotando la torunda sobre
si misma.

5. Extender la muestra con asa estéril de manera cualitativa para aislar colonias.

6. Incubar las placas inoculadas en estufa, a 35-37°C.

7.2. EXAMEN DE LAS PLACAS DE CULTIVO
Realizar lectura a las 24 horas del cultivo de las muestras. Si en las placas no se detecta aislamiento de microor-
ganismos, prolongar la incubacion hasta las 48 horas. Volver a leerlas en ese momento.

En caso de haber utilizado un medio liquido de enriquecimiento, se realizara un subcultivo en los medios selectivos
(agar cromogénico, MRSA agar, etc.) y estos se incubaran 18-24 horas a 35-37°C.

7.3. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE S. aureus

7.3.1. Agar manitol-sal:
A las 24 y 48 horas se realizara la lectura de los cultivos de agar manitol-sal. Cualquier colonia manitol positiva

(color amarrillo) sera sospechosa de S. aureus.
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7.3.2. Agar MRSA o agar manitol-sal con cefoxitina:

Se puede combinar la utilizacion de este medio selectivo (con antibiético) con otro medio sin antibidtico como agar
sangre o agar manitol-sal. La utilizacién de agar sangre puede ser Util como control de crecimiento en muestras
no estériles (nasales).

Alas 24 y 48 horas se realizara la lectura de los cultivos. Cualquier colonia amarilla en el agar MRSA o en el agar
manitol-sal-cefoxitina sera sospechosa de SARM.

7.3.3. Agar cromogénico:
Se puede combinar la utilizacion de un agar cromogénico con otro medio no selectivo como agar sangre. La uti-
lizacion de agar sangre puede ser Util como control de crecimiento en muestras no estériles (nasales).

Alas 24 y 48 horas se realizara la lectura de los cultivos. Dependiendo de la casa comercial que haya suministrado
el medio de cultivo, cualquier microorganismo con una coloracion compatible con lo especificado por el fabricante
se identificara como SARM.

Independientemente del medio de cultivo utilizado, la identificacion se confirmara mediante alguno de los méto-
dos rapidos disponibles en el laboratorio. La confirmacion de la resistencia a la meticilina se realizara a partir de
un medio no selectivo mediante el método de difusion en agar Mueller-Hinton con un disco de cefoxitina (30 ug)
(resistencia < 22 mm). La resistencia a la meticilina se puede detectar de forma rapida mediante una prueba de
aglutinacion con latex que detecta PBP2a o mediante PCR para deteccion del gen mec.

También se pueden realizar pruebas de sensibilidad a otros antimicrobianos (mupirocina, acido fusidico, etc.), y
también conservar las cepas para posteriores estudios de tipificacion molecular.

7.4 DETECCION DE SARM MEDIANTE TECNICAS MOLECULARES.

Aunque existen diferencias importantes de procedimiento entre los métodos comerciales, en general la realizacion
de las técnicas es cada vez mas sencilla. Algunos de estos métodos Unicamente requieren la dispensacion de la
muestra, e incluso estan totalmente automatizados. En otros casos el procedimiento requiere una primera fase de
extraccion y purificacion del ADN, y a continuacion una segunda fase de amplificacion y deteccion de las dianas
especificas.

El protocolo se realizara segun las instrucciones del fabricante, que siempre incluird controles de ampilificacion y
controles positivo y negativo.

7.5. CONTROLES

Tanto para las pruebas fenotipicas como para las genotipicas se deben utilizar controles adecuados como pueden
ser:

S. aureus ATCC 29213 sensible a meticilina.
S. aureus ATCC 43300 resistente a meticilina portador de mecA.
S. aureus NCTC 13552 resistente a meticilina portador de mecC.
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8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

8.1 DETECCION DE SARM BASADA EN EL CULTIVO

Dependiendo de la estrategia de cultivo utilizada:

e Sialas 48 horas no hay colonias compatibles con SARM, se informara: “No se aisla Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina” (SARM negativo).

e En caso de detectarse un microorganismo compatible con SARM, se informara: “Se aisla Staphylococcus au-
reus resistente a la meticilina” (SARM positivo). En estos casos se podra complementar esta informacion con
el resultado de la sensibilidad o resistencia a mupirocina.

8.2 DETECCION DE SARM EN MUESTRAS NASALES BASADA EN METODOS
MOLECULARES

En general, los resultados obtenidos con las pruebas moleculares deberan informarse como:

e “Se detecta ADN de SARM (SARM positivo)”. Se interpreta como colonizacion nasal por SARM.

e “No se detecta ADN de SARM (SARM negativo)”. Se descarta la colonizacion nasal por SARM.

e “Resultado indeterminado o no valido”. Esto puede ocurrir por algun fallo en el procedimiento técnico, y habi-
tualmente el programa informatico de interpretacion de los resultados indica el tipo de error. Se requiere nueva
muestra.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un entrenamiento especifico.

La supervision de las técnicas y la interpretacion y emision de los resultados debera realizarla el facultativo espe-
cialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservacion debe estar asesorada por los responsables del laboratorio de
Microbiologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Los métodos moleculares para la deteccion de SARM en muestras nasales tienen en general una alta sensibilidad
y un alto valor predictivo negativo. En lugares con baja prevalencia de SARM los resultados negativos son Utiles
para descartar SARM. Los resultados positivos requeririan confirmacion mediante cultivo. En lugares con alta pre-
valencia de colonizacion por SARM, estos métodos podrian ser utilizados como prueba definitiva para identificar
portadores de SARM.

Los cultivos de exudados nasales soélo son Utiles para la deteccion del estado de portador de S. aureus. No son
muestras validas para el diagnéstico de sinusitis.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Algunas especies de estafilococo coagulasa negativa pueden crecer en el medio de manitol-sal ofreciendo un
viraje del medio de cultivo a color amarillo similar al que se produce cuando esta presente S. aureus.
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En el medio MRSA crece cualquier especie de estafilococo que sea resistente a la meticilina.

Ocasionalmente se ha observado el crecimiento de algunas enterobacterias en los medios cromogénicos con una
coloracion similar a la producida por SARM.

Existen cepas de S. aureus manitol-negativo que pueden dar resultados falsos negativos en los medios que con-
tienen manitol. También existen variantes de colonia pequefia de S. aureus que eventualmente pueden no detec-
tarse, e incluso cuando se detectan y se realizan pruebas de sensibilidad a la cefoxitina esta puede ser interpretada
errdneamente como sensible debido a la dificultad en el crecimiento de estas colonias.

No todas las técnicas moleculares pueden detectar la presencia del gen mecC.

No todas las técnicas moleculares pueden diferenciar si el gen mec se encuentra en un S. aureus o un estafilococo
coagulasa negativo.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir la recogida de muestras clinicas y ambientales y su procesamiento en el
laboratorio para la deteccion de Enterococcus spp. resistente a glucopéptidos (ERG), junto con la interpretacion de los
cultivos y emision de los resultados. Las especies de Enterococcus faecium o Enterococcus faecalis con resistencia a
vancomicina (CMI >4 mg/L) son las de mayor interés epidemioldgico y requieren vigilancia microbioldgica.

2. FUNDAMENTO

Los enterococos forman parte de la microbiota de humanos y animales. Aunque se han descrito mas de 20 espe-
cies, Enterococcus faecalis (~80-90%) y Enterococcus faecium (~5-10%) son las especies que causan la mayoria
de las infecciones en humanos. La emergencia de ERG como problema terapéutico fue inicialmente documentada
en la década de 1980 en Inglaterra, Francia y Estados Unidos (EE.UU.). Desde entonces, el aislamiento de ERG
ha sido una constante en diversas zonas geograficas del mundo. En nuestro medio, aunque el porcentaje de in-
fecciones por ERG es muy bajo, con cierta frecuencia se describe la aparicion de brotes hospitalarios. Debido a
su importancia epidemiologica es esencial que el laboratorio de microbiologia lleve a cabo una vigilancia continua
de la resistencia a glucopéptidos en los enterococos aislados de muestras clinicas. La realizacion de cultivos de
vigilancia microbiolégica de ERG ha demostrado su utilidad en el estudio de brotes hospitalarios y se considera
una herramienta esencial en los programas de control y prevencion de la infeccion nosocomial por este microorga-
nismo. La utilizacion de los cultivos de vigilancia en otras situaciones dependera de las caracteristicas epidemiolo-
gicas de cada hospital (prevalencia de ERG, tipo de pacientes, etc.), y deberia ser establecida dentro del programa
para el control de este tipo de microorganismos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C. Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 1a. SEIMC 2003. Disponible en http://www.seimc.org/
contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologiala.pdf.

2. Martinez-Martinez L (Coordinador). Eliecer-Cano M, Dominguez MA, Ezpeleta-Baquedano C, Martinez-Marti-
nez L, Padilla-Ortega B, Ramirez-de Arellano E. Cultivos de vigilancia epidemioldgica de bacterias resistentes
a los antimicrobianos de interés nosocomial. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 26. SEIMC 2007.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia?6.pdf.

3. Ezpeleta-Baquedano C (Coordinadora). Barrios Andrés J.L, Delgado-Iribarren A, Ezpeleta-Baguedano C. Con-
trol microbiolégico ambiental. Procedimientos en Microbiologia Clinica n°® 42. SEIMC 2012. Disponible en
http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimiento-
microbiologia4?2.pdf.

4. Morosini Ml (Coordinadora). Ardanuy C, Cercenado E, Morosini M, Torres C. Deteccion fenotipica de meca-
nismos de resistencia en grampositivos. Procedimientos en Microbiologia Clinica n°® 39. SEIMC 2011. Dispo-
nible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-proce-
dimientomicrobiologia39.pdf.

5. EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or ep-
idemiological importance. Version 1.0, Diciembre 2013. Disponible en: http://www.eucast.org/fileadmin/
src/media/PDFs/EUCAST _files/Resistance_mechanisms/EUCAST _detection_of_resistance_mechanisms_
v1.0_20131211.pdf.

6. Normativa EUCAST vigente del ano en curso, disponible en www.eucast.org. European Committee on Anti-
microbial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. Version 5.0
vélido desde 2015-01-01.

7. Documentos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales fenotipicos o genotipicos

que se utilicen.
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4. MUESTRAS

4.1. RECOGIDA, CONSERVACION Y TRANSPORTE

La toma de la muestra, su transporte y su conservacion para cultivos de vigilancia microbioldgica se realizaran
siguiendo las recomendaciones generales de la SEIMC en su “Procedimiento de Microbiologia Clinica n° 1a: Re-
cogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia.”

Las muestras adecuadas para el cultivo incluyen:

Estudio de portadores: para determinar el estado de portador de ERG las muestras mas adecuadas son el frotis
rectal o perianal y las muestras de heces. Para el frotis rectal la muestra se obtendra introduciendo un hisopo por
el esfinter anal. Debe existir evidencia de materia fecal en el hisopo. Para el frotis perianal, la muestra se recogera
mediante hisopo previamente humedecido con suero salino estéril que se frotara por la piel perianal con un movi-
miento circular. Si se toman heces, se enviara una pequena cantidad de estas en un recipiente estéril. En ocasio-
nes se pueden aceptar otras muestras como la orina y exudados de herida en pacientes colonizados.

Estudio de contaminacion ambiental: en determinadas circunstancias se analizaran muestras procedentes de las
superficies proximas al paciente y del instrumental médico en contacto con él. En este caso el procesamiento de
las muestras se realizara segun recomendaciones generales de la SEIMC en su “Procedimiento de Microbiologia
Clinica n° 42: Control microbioldgico ambiental.”

Las muestras para cribado de ERG deben ir acompanadas de un volante de peticion perfectamente cumplimen-

tado en el que debera constar que se solicita un cultivo de vigilancia ademas de incluir los datos de filiacion del
paciente, tipo de muestra, servicio de procedencia y codigo del clinico que realiza la peticion.

4.2. CRITERIOS DE RECHAZO

Se debe rechazar cualquier muestra en la que se observen las siguientes incidencias:

e Defectos en la identificacion de la muestra: etiquetado inadecuado o erréneo, o peticion mal cumplimentada.

e Mal estado de conservacion de la muestra, recogida en recipiente no adecuado: temperatura inadecuada,
muestras en medio no apropiado, mala conservacion, recipiente no estéril.

e Muestras derramadas por envase inadecuado o mal cerrado.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

5.1. CULTIVO DE LA MUESTRA

Los medios mas frecuentemente utilizados son los selectivos y diferenciales que permiten la deteccion rapida de
ERG a partir de muestras altamente contaminadas.

5.1.1. Medios no selectivos.

e Agar sangre.
e Caldo BHI.
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5.1.2. Medios de cultivo selectivos.

e Agar Enterococcosel® suplementado con 8 mg/L de vancomicina (comercializado por BD).

e Agar BHI con 6 mg/L de vancomicina (generalmente se prepara en el laboratorio). Alimacenar a 2-8°C durante
no mas de 7-10 dias.

e Agar cromogénico. Existen placas de cultivo ya preparadas comercialmente: ChromolD VRE (bioMérieux),
CHROMagar VRE (BD Diagnostics), VRESelect (Bio-Rad), y Spectra VRE (Remel).

Almacenar los medios de cultivo a 2-8°C, vigilando la fecha de caducidad del fabricante.

5.2. REACTIVOS COMPLEMENTARIOS PARA CONFIRMACION DE IDENTIFICACION Y
RESISTENCIA

Colorantes para tincion de Gram.

Perdxido de hidrogeno.

Reactivos para la realizacion de las pruebas de PYR y LAP.

Medios para estudio de movilidad y fermentacion de azlcares (xilosa, arabinosa) y piruvato.
Matriz y calibradores para equipo de espectrometria de masas (MALDI-TOFF).

Sustancia valorada de vancomicina.

Sistemas comerciales de identificacion y de determinacion de sensibilidad a antimicrobianos.
Ensayo molecular (PCR) para la deteccion de los genes vanA y vanB.

5.3. DETECCION MOLECULAR DE LOS GENES vanA y vanB.

La necesidad de obtener un resultado rapido en los estudios de vigilancia de ERG ha favorecido el desarrollo de
pruebas moleculares para su deteccion en muestras clinicas. Los métodos comerciales que se han desarrollado
[BD GeneOhm VanR (BD Diagnostics, aprobado por el FDA), LC vanA/vanB detection assay (Roche Diagnostics,
uso en investigacion), y Xpert vanA/vanB (Cepheid, uso en investigacion)] tienen como dianas moleculares los
genes vanA y vanB.

La deteccion molecular puede hacerse directamente sobre el crecimiento bacteriano obtenido en el cultivo, serviria
como confirmacion del mecanismo de resistencia, o directamente en muestras rectales/perianales.

6. APARATOS Y MATERIAL
En funcion del nivel del alcance, fenotipico o molecular, los aparatos y materiales necesarios seran diferentes.

6.1. APARATOS
Nivel fenotipico:

Cabina de seguridad bioldgica.

Estufa de 35°C.

Agitador tipo vortex.

Nevera de 4°C.

Sistemas de identificacion automatico o semiautomatico.
Espectrometro de masas (MALDI-TOFF).

Congelador (-20°C).
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Nivel molecular:

Termobloques.

Centrifugas.

Termocicladores.

Equipo de PCR a tiempo real.

Fuente de electroforesis, bandejas y cubetas.

e Sistema de visualizacion de geles con transiluminador UV.

6.2. MATERIAL
Nivel fenotipico:

* Asas de siembra.

Torundas de algodén estériles.

Dispensadores multidiscos o pinzas.

Pipetas Pasteur estériles.

Escala del 0,5 de MacFarland o cualquier otro sistema de medida de turbidez.
Contenedores para desechar material infeccioso.

Nivel molecular:

e Pipetas calibradas.
e Puntas de pipeta con filtro.
e Sistemas de purificacion de ADN.

El mantenimiento, limpieza y calibracion de todos los aparatos e instrumentos requeridos se realizara segun las
normas de cada fabricante y los procedimientos de trabajo de cada centro.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS, INOCULACION E INCUBACION DE LOS MEDIOS
DE CULTIVO

1. Atemperar los medios de cultivo previamente a su uso.

2. Registrar y numerar la muestra.

3. Rotular los medios correspondientes adecuados (agar Enterococcosel con vancomicina o en un agar cromo-
génico) para la busqueda de ERG con el nimero de la muestra, la fecha vy el tipo de muestra.

4. Con la torunda descargar la muestra en un tercio aproximadamente de cada placa, rotando la torunda sobre
si misma.

5. Extender la muestra con asa estéril de manera cualitativa para aislar colonias.

6. Incubar las placas inoculadas en estufa, a 35-37°C.

Las muestras ambientales recogidas en medio de cultivo liquido (BHI) se incubaran aerébicamente a 35°C durante
18-24 h. Tras este periodo de incubacion seran subcultivadas en el medio selectivo (agar Enterococcosel o agar
cromogeénico) e incubadas de nuevo en las mismas condiciones.

Las muestras ambientales recogidas en placa se incubaran directamente en aerobiosis a 35°C durante 24-48 h.
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7.2. EXAMEN DE LAS PLACAS DE CULTIVO

Las placas se examinaran a las 24 y 48 horas hasta observar la aparicion de pequefas colonias transllcidas
acompanadas de una pigmentacion negra o marrén del medio que las rodea.

En el caso de los medios cromogénicos, dependiendo de la casa comercial que haya suministrado el medio de
cultivo, cualquier microorganismo con una coloracion compatible con lo especificado por el fabricante se identi-
ficara como ERG. No obstante, debido a la existencia de resultados falsos positivos se recomienda confirmar la
identificacion

7.3. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE ERG

La identificacion se confirmara mediante alguno de los métodos disponibles en el laboratorio. Se realizara una
tincion de Gram y una prueba de catalasa a las colonias que presenten morfologia sugerente de enterococos para
confirmar la presencia de cocos grampositivos catalasa negativo. A partir del crecimiento en agar sangre se reali-
zaran las pruebas de deteccion de pirrolidonil beta-naftilamida (PYR) y leucina- aminopeptidasa (LAP) disponibles
en forma de discos rapidos. Estas dos pruebas permiten diferenciar a los enterococos de otros cocos grampositi-
vos resistentes a vancomicina. La identificacion a nivel de especie se realizara mediante las pruebas de movilidad,
pigmentacion y fermentacion de azlcares

Si el laboratorio dispone de un espectréometro de masas (MALDI-TOFF), éste se podra utilizar para confirmar la
identificacion.

Se recomienda confirmar la resistencia a glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) mediante un método que de-
termine la CMI, un método de difusion disco-placa (aunque este es el menos recomendable), o el uso de una placa
de agar BHI suplementada con 6 mg/L de vancomicina (EUCAST). Se recomienda incubar a 35°C en aerobiosis
durante 24 h. Los rangos habituales de valores de CMI para los aislamientos de ERG segun los fenotipos de mayor
relevancia clinica y epidemiolégica se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Rangos habituales de valores de CMI para los aislamientos de ERG segun los
fenotipos de mayor relevancia clinica y epidemiologica.

Glucopéptido

vanA vanB
Vancomicina 64-1024 4-1024
Teicoplanina 8-512 0,06-1

Los aislados se conservaran congelados (-20°C o -80°C) por si es necesario realizar estudios adicionales.

7.4 DETECCION DE ERG MEDIANTE TECNICAS MOLECULARES

Respecto a los aspectos técnicos, aunque existen diferencias importantes de procedimiento entre los métodos
comerciales, en general la realizacion de las técnicas es cada vez mas sencilla. Algunos de estos métodos Uni-
camente requieren la dispensacion de la muestra, € incluso estan totalmente automatizados. En otros casos el
procedimiento requiere una primera fase de extraccion y purificacion del ADN, y a continuacion una segunda fase
de amplificacion y deteccion de las dianas especificas.

El protocolo se realizara segun las instrucciones del fabricante, que siempre incluirda controles de amplificacion y
controles positivo y negativo.
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7.5. CONTROLES
Tanto para las pruebas fenotipicas como genotipicas se deben utilizar controles adecuados como pueden ser:

Enterococcus faecalis ATCC 29212, control negativo sensible a vancomicina.
Enterococcus faecalis ATCC 51299, control positivo resistente a vancomicina portador del gen vanB.
Enterococcus faecium NCTC 12202, control positivo resistente a vancomicina portador del gen vanA.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

8.1 DETECCION DE ERG BASADA EN EL CULTIVO

e Si el cultivo es positivo para ERG se informara como “Se aisla Enterococcus [indicar la especie] resistente a
los glucopéptidos”

e Siel cultivo es negativo para ERG se informara como “No se aisla Enterococcus faecalis/faecium resistente a
los glucopéptidos”.

8.2 DETECCION DE ERG EN MUESTRAS RECTALES/PERIANALES BASADO EN METODOS
MOLECULARES

En caso de realizar alguno de estos ensayos moleculares, la informacion de resultados es la siguiente:

1. “Se detecta el gen vanA, vanB, o ambos. Se requiere cultivo para confirmar los resultados.”

2. “No de detectan los genes vanA / vanB. Se requiere cultivo para confirmar los resultados.”

3. “Resultado indeterminado o no vélido.” Esto puede ocurrir por algun fallo en el procedimiento técnico, y habi-
tualmente el programa informatico de interpretacion de los resultados indica el tipo de error. Se requiere nueva
muestra.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un entrenamiento especifico.

La supervision de las técnicas y la interpretacion y emision de los resultados debera realizarla el facultativo espe-
cialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservacion debe estar asesorada por los responsables del laboratorio de
Microbiologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Dependiendo de la estrategia de cribado utilizada en el hospital, y de la urgencia o no en detectar el estado de por-
tador de ERG, se puede realizar una prueba rapida molecular (PCR) en la muestra clinica para detectar o descartar
el estado de portador. En general, estas técnicas tienen una limitada sensibilidad y especificidad. Las muestras
deberian también ser procesadas por los métodos de cultivo habituales utilizados en el laboratorio.

El aislamiento de E. gallinarum vy E. casseliflavus, con bajo nivel de resistencia intrinseca a vancomicina (vanC),
no se informara como ERG cuando se aislen en cultivos de vigilancia por carecer de significado epidemioldgico.
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En la investigacion de brotes, se recomienda estudiar la clonalidad de los aislados de ERG recuperados de las
muestras de pacientes (tipificacion molecular), bien en el propio laboratorio o en un centro de referencia.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En los medios de cultivo selectivos pueden crecer otros microorganismos resistentes a vancomicina, incluyendo
Leuconostoc spp., Pediococcus spp. Yy Lactobacillus spp. Entre los microorganimos que dan resultados falsos
positivos en los medios cromogénicos se encuentran otras especies de enterococos, Streptococcus spp., algu-
nos bacilos gramnegativos, y Candida spp.

Algunos enterococos con fenotipo vanB pueden no crecer en estos medios por presentar resistencia a vancomi-
cina de bajo nivel.

El tratamiento antibiético previo o la escasa presencia de microorganismos en la muestra pueden dar lugar a re-
sultados falsos negativos.

Los sistemas comerciales de identificacion de enterococos pueden no ser lo suficientemente fiables para la identi-
ficacion a nivel de especie. Asi, cepas de E. gallinarum 'y E. casseliflavus pueden confundirse con E. faecium. Se
recomienda por tanto confirmar la identificacion en estos casos.

Los métodos automatizados de determinacion de la CMI pueden fallar en la deteccion de fenotipos con bajo nivel
de resistencia a la vancomicina.

Existen pocos estudios que hayan evaluado la utilidad de las pruebas moleculares en la deteccion de ERG en
muestras de vigilancia, pero en general muestran una limitada sensibilidad y sobre todo una baja especificidad.
Esta baja especificidad se debe a la presencia del gen vanB en otras especies bacterianas diferentes a enterococo
que puede ser detectado por estos métodos, lo cual resulta en una sobreestimacion de la tasa de ERG.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el procedimiento para la deteccion del estado de portador de ente-
robacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y AmpC plasmidicas (AmpC-p) en
muestras de vigilancia microbioldgica.

Mientras que la vigilancia de la colonizacién por enterobacterias productoras de BLEE debe abarcar cualquier
especie de enterobacteria, la vigilancia de la produccion de AmpC-p deberia restringirse a aquellas enterobac-
terias que han demostrado un importante potencial epidémico en la diseminacion de AmpC-p y que no poseen
beta-lactamasas cromosdmicas de tipo AmpC. Por tanto, en general se recomienda la vigilancia de AmpC-p en
Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis, aunque siempre adaptada a la situacion epidemioldgica de cada centro.

El alcance de este documento tiene dos niveles en funcion de si la deteccion de las enterobacterias productoras
de estas beta-lactamasas se realiza a nivel fenotipico o a nivel molecular.

2. FUNDAMENTO

La aparicion y diseminacion de enterobacterias resistentes a cefalosporinas de amplio espectro en la ultima dé-
cada, principalmente debida a las BLEE, se ha convertido en una de las principales amenazas para el tratamiento
antibiodtico de las infecciones producidas por estas bacterias. Los primeros casos de BLEE en enterobacterias
descritos en Klebsiella spp. 0 Enterobacter spp. productoras de enzimas derivadas de TEM y SHV, se limitaban
casi exclusivamente a centros hospitalarios donde ocasionalmente generaban importantes brotes. A finales del
siglo XX, importantes cambios epidemioldgicos facilitaron la amplia diseminacion de las BLEE: 1) Escherichia coli
se convirtié en la principal especie portadora de BLEE lo que generd el aumento de las infecciones adquiridas en
la comunidad, principalmente infecciones del tracto urinario, producidas por estas cepas;y 2) la aparicion de una
nueva familia de BLEE, las CTX-M, muy diferente a las previas derivadas de TEM o SHV, y cuyo origen se atribuye
a genes cromosomicos propios de especies ambientales del género Kluyvera.

En Espana, las BLEE, sobre todo del tipo CTX-M-15 y SHV-12, se han extendido rapidamente en E. coliy K. pneu-
moniae alcanzando prevalencias globales de alrededor del 15% en ambas especies. Segun datos de la red de
Vigilancia Europea de la Resistencia a Antibidticos EARS-Net, la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
en aislamientos de sangre de E. coli aumento en Espana del 0,5% en 2001 al 13,9% en 2013. En la actualidad se
han detectado brotes de K. pneumoniae productora de BLEE en la mayoria de las regiones espanolas.

Aunque con una prevalencia inferior a las BLEE, las AmpC-p estan emergiendo como una amenaza adicional a la
actividad de las cefalosporinas de amplio espectro en muchas regiones. Las principales tipos de AmpC-p son CIT
y DHA que afectan a algunas de las familias de enterobacterias mas comunes como son E. coli, K. pneumoniae
y P mirabilis. Especialmente K. pneumoniae productora de AmpC-p se ha asociado a brotes nosocomiales en
pacientes con factores de riesgo en los que se ha descrito una alta morbi-mortalidad.

La frecuente asociacion de produccion de BLEE, y/o AmpC-p, con resistencia a otros antibiéticos como fluoroqui-
nolonas y aminoglucoésidos ha reducido el abanico terapéutico convirtiendo a los antibidticos carbapenémicos en
el tratamiento de primera opcion en las infecciones graves por estas bacterias.

La realizacion de estudios de vigilancia de enterobacterias productoras de BLEE y AmpC-p ha demostrado su
utilidad en el estudio de brotes hospitalarios y se considera una herramienta esencial en los programas de control
y prevencion de la infeccion nosocomial por estos microorganismos.

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion de colonizacion por enterobacterias productoras de BLEE y
AmpC-p: i) la utilizacion de técnicas basadas en el cultivo en medios selectivos y diferenciales, y posterior con-

3]
53 ;elmc




DOCUMENTO TECNICO

Métodos microbioldgicos para la PNT-MMV-03
deteccion de enterobacterias pro-
. ductoras de beta-lactamasas de
Hospital............ocoi espectro extendido y AmpC plasmi- Edicion N° 01 | Pagina 3 de 12

dicas en muestras de vigilancia

Servicio / Unidad de Microbiologia

firmacion/caracterizacion del mecanismo por métodos fenotipicos, moleculares o espectrometria de masas; ii)
la utilizacion de técnicas rapidas moleculares capaces de detectar genes codificadores de carbapenemasas. La
eleccion de unas u otras dependera en gran parte de las caracteristicas epidemioldgicas de cada hospital (preva-
lencia del patdgeno, tipo de pacientes, etc.), y debera ser establecida dentro del programa para el control de este
tipo de microorganismos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C. Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 1a. SEIMC 2003. Disponible en http://www.seimc.org/
contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologiala.pdf.

2. Martinez-Martinez L (Coordinador). Eliecer-Cano M, Dominguez MA, Ezpeleta-Baquedano C, Martinez-Marti-
nez L, Padilla-Ortega B, Ramirez-de Arellano E. Cultivos de vigilancia epidemioldgica de bacterias resistentes
a los antimicrobianos de interés nosocomial. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 26. SEIMC 2007.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia26.pdf.

3. Navarro F (Coordinador). Calvo J, Cantén R, Fernandez-Cuenca F, Mirelis B, Navarro F. Deteccion fenotipica
de mecanismos de resistencia en gramnegativos. Procedimientos en Microbiologia Clinica n® 38. SEIMC 2011.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia38.pdf.

4. Clinical and Laboratory Standards Institute 2014. Performance standards for antimicrobial susceptibility test-
ing: 24th informational supplement. M100-S24, CLSI, Wayne, PA.

5. Normativa EUCAST vigente del aho en curso, disponible en www.eucast.org.

6. Prospectos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales fenotipicos o genotipicos que
se utilicen.

H

. MUESTRAS

4.1. RECOGIDA, CONSERVACION Y TRANSPORTE

La toma de la muestra, su transporte y su conservacion para cultivos de vigilancia microbioldgica se realizaran
siguiendo las recomendaciones generales de la SEIMC en su “Procedimiento de Microbiologia Clinica n° 1a: Re-
cogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia.”

Las muestras mas adecuadas para determinar el estado de portador de enterobacterias productoras de BLEE/
AmpC-p son el frotis rectal y las heces. Para el frotis rectal la muestra se obtendra introduciendo una torunda por el
esfinter anal. Es de especial importancia que se recoja suficiente materia fecal en la torunda. Se utilizara un medio
de transporte que impida su desecacion (Amies o Stuart)

Para la recogida de heces, se enviara una pequefa cantidad de éstas en un recipiente estéril de boca ancha sin
conservantes.

Se recomienda procesar la muestra con la mayor celeridad posible en un tiempo inferior a 24 horas; si no se va
a procesar de manera inmediata es recomendable su conservacion a 2-8°C para facilitar la recuperacion de la
bacteria a vigilar evitando el sobrecrecimiento de la microbiota comensal.

Las muestras para cribado de enterobacterias productoras de BLEE/AmpC-p deben ir acompanadas de un vo-

lante de peticion perfectamente cumplimentado en el que debera constar que se solicita un cultivo de vigilancia.
Ademas debe incluir los datos de filiacion del paciente, tipo de muestra, servicio de procedencia y codigo del

clinico que realiza la peticion.
)
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4.2. CRITERIOS DE RECHAZO

Se debe rechazar cualquier muestra en la que se observen las siguientes incidencias:

e Defectos en la identificacion de la muestra: etiquetado inadecuado o erréneo, o peticion mal cumplimentada.

e Mal estado de conservacion de la muestra, recogida en recipiente no adecuado: temperatura inadecuada,
muestras en medio no apropiado, mala conservacion, recipiente no estéril.

e Muestras derramadas por envase inadecuado o mal cerrado.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

63

.1. CULTIVO DE LA MUESTRA

Agar MacConkey suplementado con cefotaxima (1 mg/L) y agar MacConkey suplementado con ceftazidima
(1 mg/L). Aimacenar a 2-8°C durante no mas de 7-10 dias.

Medios cromogénicos comerciales que permitan la deteccion de BLEE. Almacenar a 2-8°C, vigilando la fecha
de caducidad.

5.2. CONFIRMACION DE IDENTIFICACION Y PRODUCCION DE BLEE Y AMPC-P

Reactivos para confirmar identificacion:

e Sistemas comerciales de identificacion y de determinacion de sensibilidad a antimicrobianos. Muchos de ellos
incluyen pocillos con cefotaxima/acido clavulanico y ceftazidima/acido clavulanico.
e Reactivos (matriz y calibradores) para la identificacion mediante espectrofotometria de masas (MALDI-TOFF).

Reactivos para caracterizacion fenotipica de BLEE y AmpC-p:

Placas de agar MUeller-Hinton.

Agua desionizada estéril.

Cloxacilina u oxacilina.

Acido fenil-borénico.

Agua desionizada estéril.

Dimetilsulfoxido (DMSO, CH,SOCH,).

Tubos con agua destilada esteril.

Agar Mueller-Hinton en placas.

Discos de antibioticos: cefotaxima (30 ug), ceftazidima (30 ug), cefepima (30 pg), cefotaxima/acido clavulanico
(80/10 pg), ceftazidima/acido clavulanico (30/10 ug), cefotaxima/acido fenil borénico (30/400 ug), cefotaxima/
cloxacilina (30/500 ug), ceftazidima/acido fenil borénico (30/400 ug), ceftazidima/cloxacilina (30/500 ug), cefo-
taxima/écido clavulanico/ acido fenil borénico (30/10/400 ug), imipenem (10 pg), cefoxitina (30 pg).

e Tiras comerciales para el estudio de CMI por la técnica de difusion en gradiente con los siguientes antibidti-
cos: cefotaxima-cefotaxima/acido clavulanico, ceftazidima-ceftazidima/acido clavulanico, cefepima-cefepima/
acido clavulanico.

5.3. DETECCION MOLECULAR DE GENES CODIFICADORES DE BLEE Y AMPC-P

La deteccion molecular de los genes codificadores de BLEE y AmpC-p puede hacerse directamente sobre el cre-
cimiento bacteriano obtenido en el cultivo, serviria como confirmacion de la deteccion fenotipica, o sobre muestra

(frotis rectal o heces).
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Existen diferentes sistemas comerciales basados principalmente, pero no solo, en PCR a tiempo real. Se usara
cualquiera de ellos que permita la deteccion y caracterizacion de los principales grupos/familias de BLEEs (grupo
de la CTX-M-1, que incluye ademas la CTX-M-15 entre otras; grupo de la CTX-M-9, que incluye ademas la CTX-
M-14, entre otras; y la SHV, que incluye la SHV-2 y SHV-12, entre otras) o de AmpC-p (CIT, DHA, EBC, MOX, FOX
y ACC). Se utilizaran los reactivos necesarios segun especificaciones de cada fabricante.

5.4. CONTROLES

Tanto para las pruebas fenotipicas como genotipicas se deben utilizar controles adecuados. Para las pruebas
fenotipicas se pueden utilizar:

K. pneumoniae ATCC 700703 productora de la BLEE SHV-18.

E. coli TG22 productora de CMY-2 (cepa del Control de Calidad SEIMC)

E. coli CCUG 62975 productor de una BLEE del grupo de la CTX-M-1 y de una AmpC-p del grupo CMY.
E. coli ATCC 25922 como control negativo.

Para las pruebas genotipicas de deberan utilizar controles apropiados en los que se haya demostrado previamente
mediante secuenciacion la presencia de los genes que codifican las BLEE y/o las AmpC-p probadas.

6. APARATOS Y MATERIAL
En funcién del nivel del alcance, fenotipico o molecular, los aparatos y materiales necesarios seran diferentes.

6.1. APARATOS
Nivel fenotipico:

Cabina de seguridad bioldgica.

Estufa de 35°C.

Agitador tipo vortex.

Nevera de 4°C.

Sistemas de identificacion automatico o semiautomatico.
Espectrometro de masas (MALDI-TOFF).

Congelador (-20°C).

Nivel molecular:

Termobloques.

Centrifugas.

Termocicladores.

Equipo de PCR a tiempo real.

Fuente de electroforesis, bandejas y cubetas.

Sistema de visualizacion de geles con transiluminador UV.
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6.2. MATERIAL

Nivel fenotipico:

e Asas de siembra.

e Torundas de algodon estériles.

e Discos blancos.

e Dispensadores multidiscos o pinzas.

* Pipetas Pasteur estériles.

e Escala del 0,5 de MacFarland o cualquier otro sistema de medida de turbidez.
e Contenedores para desechar material infeccioso.

Nivel molecular:

e Pipetas calibradas.
e Puntas de pipeta con filtro.
e Sistemas de purificacion de ADN.

El mantenimiento, limpieza y calibracion de todos los aparatos e instrumentos requeridos se realizara segun las
normas de cada fabricante y los procedimientos de trabajo de cada centro.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS, INOCULACION E INCUBACION DE LOS MEDIOS
DE CULTIVO

1. Atemperar los medios de cultivo previamente a su uso. Se utilizaran dos placas de agar MacConkey por mues-
tra, una suplementada con 1 mg/L de cefotaxima y otra con 1 mg/L de ceftazidima.

De forma alternativa, se pueden utilizar medios cromogénicos comerciales para el aislamiento selectivo y la
identificacion presuntiva de enterobacterias productoras de BLEE. Entre ellos se encuentra el ChromID ESBL
(bioMérieux), Brilliance ESBL agar (Oxoid) y el CHROMagar™ ESBL.

N

Registrar y numerar la muestra.

Rotular las placas con medio con el nimero de la muestra, la fecha y el tipo de muestra.

4. Con la torunda descargar la muestra en un tercio aproximadamente de cada placa, rotando la torunda sobre
si misma.

5. Extender la muestra con asa estéril de manera cualitativa para aislar colonias. Incubar las placas inoculadas
en estufa a 35-37°C.

6. Realizar lectura a las 24 horas del cultivo de las muestras. Si en las placas no se detecta aislamiento de mi-

croorganismos, prolongar la incubacion hasta las 48 horas.

w

7.2. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE ENTEROBACTERIAS

Se confirmara la identificacion a nivel de especie en cualquier crecimiento en los medios de cultivo utilizados. La
mayoria de los medios cromogénicos permiten una identificacion presuntiva de la especie (consultar indicaciones
del fabricante).

La identificacion se confirmara por MALDI-TOFF o por algun sistema comercial de identificacion bacteriana.
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7.3 CONFIRMACION FENOTIPICA DE LA PRODUCCION DE BLEE O AMPC-P

1. Se confirmara la reduccion de sensibilidad a cefalosporinas de 3% generacion segun criterios establecidos por
EUCAST: CMI > 1 mg/L para cefotaxima y ceftazidima. Se realizaran estudios para detectar la produccion de
BLEE y/o AmpC-p en aquellos aislamientos que presenten reduccion de sensibilidad al menos a uno de ellos
segun dichos criterios. En caso de sdlo utilizar una cefalosporina de 3% generacion se recomienda el uso de
cefotaxima por el predominio de BLEE del tipo CTX-M, muchas de las cuales presentan sensibilidad a cefta-
zidima.

2. La medicion de la hidrdlisis de las cefalosporinas de 3% generacion mediante espectrometria se considera
una técnica rapida y de referencia pero que no es facilmente asequible para la mayoria de los laboratorios de
Microbiologia Clinica. Permite la caracterizacion de BLEE y AmpC-p comparando el nivel de hidrdlisis de ce-
falosporinas de 3% generacion en presencia y ausencia de inhibidores de las BLEE (acido clavulanico) o de las
AmpC-p (&cido fenil bordnico y cloxacilina u oxacilina).

3. Confirmacion de produccion de BLEE y/o AmpC-p. En todos los aislamientos de enterobacterias que cumplan
los criterios de sensibilidad mencionados en el punto 1 se debera estudiar la produccion de BLEE mediante
la inhibicion de su actividad en presencia de acido clavulanico. En aquellos aislamientos de K. pneumoniae
y P mirabilis que presenten dichos criterios se estudiara la produccion de AmpC-p mediante la inhibicion de
su actividad en presencia de acido fenil borénico y cloxacilina (u oxacilina). Ademas, otros datos fenotipicos
diferenciadores de la produccion de BLEE y de la AmpC-p son la sensibilidad a cefoxitina y amoxicilina/acido
clavulanico (sensibles en el caso de BLEE vy resistente en el caso de AmpC-p), aunque la cada vez mas fre-
cuente asociacion de BLEE con otros mecanismos de resistencia como la pérdida de porinas y la produccion
de la beta-lactamasa OXA-1 genera resistencia a estos antibioticos.

7.3.1. Para la confirmacion de BLEE se utilizaran al menos una de las siguientes técnicas:
A. Prueba de discos combinados con inhibidores.

a.1. Rotular con el nimero de muestra un tubo de agua destilada estéril por cada cepa en cultivo puro al que
se le vaya a realizar la determinacion.

a.2. Inocular y resuspender homogéneamente cada tubo de agua destilada con varias colonias del microorga-
nismo problema hasta conseguir una turbidez del 0,5 de la escala de MacFarland. Agitar con un agitador
tipo vortex.

a.3. Impregnar la torunda de algoddn con la suspension bacteriana, escurrirla contra la pared del tubo y sem-
brar con ella toda la superficie de las placas de agar Mueller-Hinton mediante estrias cruzadas en varias
direcciones.

a.4. Utilizando unas pinzas previamente flameadas y frias, se colocaran los discos de cefotaxima, ceftazidima,
cefotaxima/acido clavulanico y ceftazidima/acido clavulanico.

a.5. Incubar a 35-37°C durante 18-24 horas.

a.6. En especies bacterianas con una beta-lactamasa AmpC cromosoémica (Enterobacter spp., Serratia spp.,
Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia spp., Hafnia alvei) se recomienda el uso de los dis-
cos de cefepima y cefepima/clavulanico debido a la mayor estabilidad de este antibiotico frente a la hiper-
produccion de dichas beta-lactamasas cromosomicas.

B. Prueba de sinergia de doble disco.
b.1.Se procedera segun el procedimiento estandar para la realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos (ver apartados a.1.-a.3.)

b.2. Situar un disco con cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 ug) y cefepima (30 pg) a una distancia de 20 mm
(centro a centro) de un disco con amoxicilina-acido clavulanico. En esta técnica la separacion de los discos
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es muy importante y debera ajustarse hasta un minimo de 15 mm o un maximo de 30 mm en funcién de
que el nivel de resistencia a los antibidticos probados sea mayor 0 menor, respectivamente.

b.3. Incubar a 35-37°C durante 18-24 horas.

b.4. En especies bacterianas con una beta-lactamasa AmpC cromosoémica se recomienda evaluar especifi-
camente la interaccion de cefepima con el acido clavulanico. Alternativamente se puede realizar el mismo
procedimiento utilizando agar Mueller-Hinton suplementado con cloxacilina u oxacilina (250 mg/L).

C. Pruebas basadas en CMls: tiras con gradiente de antibiético.

c.1.Se procedera segun el procedimiento estandar para la realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos (ver apartados a.1.-a.3.).

c.2.Utlizando unas pinzas previamente flameadas vy frias, se colocaran las tiras con gradiente de antibidticos
cefotaxima-cefotaxima/acido clavulanico, ceftazidima-ceftazidima/acido clavulanico y cefepima-cefepima/
acido clavulanico.

¢.3.Incubar a 35-37°C durante 18-24 horas.

D. Pruebas basadas en CMIs: microdilucion.

d.1.La microdilucion se realizara en caldo Mueller-Hinton segun recomendaciones EUCAST. Se probara un
rango de concentraciones seriadas de al menos 0,5-32 mg/L para cefotaxima, ceftazidima y cefepima, en
presencia y ausencia de una concentracion fija de 4 mg/L de acido clavulanico.

d.2. Existen diferentes sistemas comerciales que incluyen pocillos con diferentes concentraciones de cefotaxi-
ma y ceftazidima en presencia de acido clavulanico.

d.3. Incubacion a 35-37°C durante 18-24 horas.

7.3.2. Para la confirmacion de AmpC-p se utilizaran al menos una de las siguientes técnicas:
A. Prueba de discos combinados con inhibidores.

a.1.Se seguira el mismo procedimiento que para el estudio de BLEE utilizando los siguientes discos: cefotaxima
(80 pg), ceftazidima (30 ug), cefotaxima/acido fenil borénico (30/400 pg) o cefotaxima/cloxacilina u oxacilina
(80/500 pg), ceftazidima/acido fenil bordnico (30/400 pg) o ceftazidima/cloxacilina u oxacilina (30/500 ug).

a.2.Se prepararan las soluciones madre de inhibidores especificos de beta-lactamasas de tipo AmpC: acido
fenil-boronico (disuelto en DMSO y agua estéril) y cloxacilina u oxacilina (disuelta en agua estéril). Poste-
riormente se anadira el volumen (no mas de 10 plL de volumen total) adecuado de la solucion de inhibidor a
los discos de cefotaxima y ceftazidima segun la cantidad final por disco que se desee: 400 ug en el caso
del &cido fenil borénico y 500 ug en el caso de la cloxacilina u oxacilina. Dejar absorber la solucion al menos
30 minutos y asegurarse que los discos estan suficientemente secos antes de su aplicacion.

a.3.Para la deteccion fenotipica de una coproduccion de BLEE y AmpC-p en una misma cepa se aconseja
comparar los halos de inhibicion obtenidos por los siguientes discos: cefotaxima (30 ug), cefotaxima/acido
clavulanico (30/10 pg), cefotaxima/acido fenil-bordnico (30/400 pg) y cefotaxima/acido clavulanico/acido
fenil-bordnico (30/10/400 pg).

B. Prueba de sinergia de doble disco.
b.1. Se seguira el mismo procedimiento que para el estudio de BLEE situando un disco con cefotaxima (30

pg) y otro con ceftazidima (30 pg) a una distancia de 20 mm (centro a centro) de un disco con &cido fenil
bordnico (400 pg) o con cloxacilina u oxacilina (500 ug). La separacion de los discos es muy importante en
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esta técnica y debera ajustarse hasta un minimo de 15 mm o un maximo de 30 mm en funcién de que el
nivel de resistencia sea alto o bajo, respectivamente.

b.2. Para la preparacion de los discos con cloxacilina y acido fenil boronico se anadira el volumen adecuado
de las soluciones madre (no mas de 10 pL de volumen total) a los discos blancos segun la cantidad final
por disco que se desee: 400 pg en el caso del &cido fenil bordnico y 500 pg en el caso de la cloxacilina u
oxacilina.

C. Prueba de aproximacion de discos.

d.1. Seguir el procedimiento estandar para la realizacion de un antibiograma por el método de difusion con
discos e inocular una placa de agar Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa problema en
solucion salina con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

d.2. Situar discos de beta-lactamicos inductores débiles, tales como cefotaxima (30 pg) y ceftazidima (30 pg),
cercanos a discos de beta-lactamicos inductores fuertes tales como cefoxitina (30 ug) e imipenem (10 pg
ug). La distancia de separacion entre discos vendra condicionado por los halos de inhibicion de los anti-
bidticos utilizados.

d.3. Incubar a 35-37°C durante 18-24 horas.

7.4. DETECCION DE GENES CODIFICADORES DE BLEE Y AMPC-P MEDIANTE TECNICAS
MOLECULARES

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion molecular rapida de genes codificadores de BLEE y AmpC-p
basadas principalmente, pero no sélo, en PCR en tiempo real, microarray y pirosecuenciacion. En los Ultimos anos
se han comercializado numerosos métodos moleculares basados en estas aproximaciones.

Estas técnicas se pueden realizar:

a. A partir de colonia, en lugar de las pruebas fenotipicas, en aquellas cepas con pruebas fenotipicas no conclu-
yentes o como confirmacion de las pruebas fenotipicas.

b. A partir de muestra de vigilancia (y eventualmente clinica), lo que permite agilizar la obtencion de resultados en
relacion a las técnicas de cultivo.

Los procedimientos a realizar varian sustancialmente en funcion del método elegido, en general se elegira un
método que permita al menos la deteccion de las principales familias de BLEE (grupo de la CTX-M-1, que incluye
ademas la CTX-M-15, entre otras; grupo de la CTX-M-9, que incluye ademas la CTX-M-14, entre otras; y la SHYV,
que incluye la SHV-2 y SHV-12, entre otras) o AmpC-p (CIT, DHA, EBC, MOX, FOX 'y ACC)

En general, el procedimiento constara:

1. Una primera fase de extraccion y purificacion del ADN bacteriano. En el mercado se encuentran disponibles
gran cantidad de sistemas de purificacion de acidos nucleicos. El procedimiento de purificacion se realizara
siguiendo las instrucciones de cada uno de los fabricantes.

2. Realizacion del protocolo segun las instrucciones de cada fabricante con el uso de iniciadores o sondas es-
pecificos de los genes buscados.

3. Parala deteccion de BLEE de determinadas familias en las que también se incluyen otras beta-lactamasas sin
perfil BLEE, como por ejemplo SHV y TEM, la confirmacion genotipica de la produccion de BLEE requiere la
caracterizacion de las variantes nucleotidicas especificas de cada tipo de BLEE, a través de técnicas como la

secuenciacion, microarray u otras.
)
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8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Determinacion fenotipica de la produccion de BLEE:

a. La interpretacion de los resultados de la prueba de discos combinadas con inhibidores, expresados como
diametros de las zonas de inhibicion en milimetros, se realizaran de la siguiente manera:

* Produccién de BLEE. Incremento del diametro de inhibicion de ceftazidima, cefotaxima o cefepima en pre-
sencia de acido clavulanico =5 mm respecto al de la cefalosporina correspondiente sin acido clavulanico.

¢ No produccion de BLEE. No incremento o diferencia <56 mm en los halos de inhibicion de las cefalosporinas
con acido clavulanico respecto a los de las cefalosporinas correspondientes sin acido clavulanico.

e Sien presencia de acido clavulanico soélo se observa incremento del diametro de cefepima, manteniendo halos
de inhibicion de cefotaxima y ceftazidima en el rango de la disminucion de la sensibilidad (intermedio o resis-
tente) se sospechara la coproduccion de una BLEE y de una AmpC. En caso de tratarse de una especie sin
AmpC cromosomica se estudiara la presencia de AmpC-p segun el procedimiento especifico.

b. Lainterpretacion de los resultados de la prueba de sinergia de doble disco se realizaran de la siguiente manera:

® Produccion de BLEE. Ampliacion del halo de inhibicion de cefotaxima, ceftazidima o cefepima en la zona
proxima al disco con amoxicilina-acido clavulanico (sinergia) o presencia de una “zona fantasma” (inhibicion
del crecimiento) entre las cefalosporinas y el inhibidor.

¢ No produccion de BLEE. No ampliacion de los halos de inhibicion de cefotaxima, ceftazidima ni cefepim ni
presencia de una “zona fantasma”.

e Sisolo se observa ampliacion del halo de inhibicion o “zona fantasma” con el cefepima (en presencia de sensi-
bilidad intermedia o resistencia a cefotaxima y ceftazidima) se sospechara la coproduccion de una BLEE y de
una AmpC. En caso de tratarse de una especie sin AmpC cromosoémica se estudiara la presencia de AmpC-p
segun el procedimiento especifico

c. Lainterpretacion de los resultados de las pruebas basadas en CMls se realizaran de la siguiente manera:

e Producciéon de BLEE. Reduccion de la CMI =3 diluciones dobles en presencia de acido clavulanico para
cualquier celafosporina. En el caso de tiras con gradiente de antibiético, la presencia de una zona fantasma
o la deformacion de la elipse de inhibicion de las cefalosporinas también se considera un resultado positivo
independientemente de las diferencias en la CMI.

¢ No produccion de BLEE. No diferencia o reduccion < 3 diluciones dobles de la CMI en presencia de acido
clavulanico; ni presencia de zona fantasma ni deformacion de la elipse de las cefalosporinas en el caso de tiras
con gradiente de antibictico.

Determinacion fenotipica de la produccion de AmpC-p:

a. La interpretacion de los resultados de la prueba de discos combinadas con inhibidores, expresados como
diametros de las zonas de inhibicion en milimetros, se realizara de la siguiente manera:

¢ Producciéon de AmpC. Incremento del diametro de inhibicion en los halos ceftazidima o cefotaxima en pre-
sencia de acido fenil bordnico o cloxacilina u oxacilina =5 mm respecto al de la cefalosporina correspondiente
sin los inhibidores.

¢ No produccion de AmpC. No incremento o diferencia <5 mm en los halos de inhibicion de cefotaxima y
ceftazidima con acido fenil borénico o cloxacilina u oxacilina respecto al de la cefalosporina correspondientes
sin los inhibidores.

¢ Producciéon de AmpC y BLEE. Ante una cepa resistente a cefotaxima y ceftazidima en la que no se observa
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incremento, o se observa una diferencia <5 mm, en los halos de inhibicion de cefotaxima y ceftazidima en
presencia de acido fenil bordnico, cloxacilina u oxacilina y acido clavulanico; el incremento de =5 mm del dia-
metro de inhibicion en los halos de ceftazidima/acido clavulanico o cefotaxima/acido clavulanico en presencia
de &cido fenil bordnico o cloxacilina u oxacilina es indicativo de una coproduccion de BLEE y AmpC.

b. Lainterpretacion de los resultados de la prueba de sinergia de doble disco se realizara de la siguiente manera:

* Producciéon de AmpC. Ampliacion del halo de inhibicion de cefotaxima o ceftazidima en la zona proxima al
disco con acido fenil-bordnico o cloxacilina+clavulanico (sinergia) o presencia de una “zona fantasma” (inhibi-
cion del crecimiento) entre las cefalosporinas y el inhibidor.

¢ No produccion de AmpC. No ampliacion de los halos de inhibicion de cefotaxima y ceftazidima, ni presencia
de una “zona fantasma”.

c. Lainterpretacion de los resultados de la prueba de aproximacion de discos se realizara de la siguiente manera.

e Produccion de AmpC inducible. Achatamiento del halo de inhibicion (forma de D) de los beta-lactamicos
inductores débiles (cefotaxima, ceftazidima) en la zona proxima al disco con el beta-lactamico inductor fuerte
(cefoxitina, imipenem).

e No produccion de una AmpC inducible. Ausencia de modificacion de los halos de inhibicion.

Métodos moleculares para la deteccién de BLEE y AmpC-p:

La interpretacion de los resultados de los métodos moleculares para la deteccion de los genes codificadores de
BLEE y AmpC-p se realizara segun instrucciones especificas de cada método. La informacion de los resultados
se realizara como:

e Sila prueba se ha realizado sobre muestra clinica: “Se detecta mediante [método empleado] la presen-
cia de un gen codificante de una [BLEE o AmpC-p] del [tipo de familia o grupo]”

e Sila prueba se ha realizado sobre colonia bacteriana previamente identificada: “Se aisla [nombre de la es-
pecie] productora de una [BLEE o AmpC-p] del [tipo de familia o grupo]”

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un entrenamiento especifico.

La supervision de las técnicas y la interpretacion y emision de los resultados debera realizarla el facultativo espe-
cialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservacion debe estar asesorada por los responsables del laboratorio de
Microbiologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
1. La deteccion fenotipica de BLEE puede dar falsos positivos en el caso de enterobacterias que poseen beta-

lactamasas cromosoémicas que son inhibidas por el acido clavulanico y cuya hiperproduccion puede dar lugar
a un patrén fenotipico de resistencia compatible con la presencia de una BLEE. Entre ellas se encuentra la
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betalactamasa K1 de Klebsiella oxytoca, la SHV-1 de Klebsiella pneumoniae y las cefalosporinasas CepA de
Proteus vulgaris y Proteus penneri.

2. Ladeteccion fenotipica de AmpC podra ser positiva en el caso de enterobacterias que posesen beta-lactama-
sas cromosomicas de clase C como son Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Providencia spp., Morganella
morganii o Serratia spp.

3. Larecuperacion de la actividad de cefotaxima y ceftazidima en presencia de acido fenil bordnico, pero no de
cloxacilina u oxacilina, puede deberse a la presencia de una carbapenemasa de clase A como por ejemplo las
de tipo KPC.

4. La caracterizacion genotipica del tipo concreto de cada enzima, imprescindible en algunas familias de beta-
lactamasas para confirmar que se trata de una BLEE (SHV, TEM), necesita de la deteccion especifica de las
variables nucleotidicas puntuales que las diferencia.

5. La deteccion de genes codificadores de carbapenemasas directamente sobre muestra agiliza la emision de
resultados pero no permite conocer la especie bacteriana implicada ni garantizar la presencia de una bacteria
viva. En el caso de que se necesite realizar estudios de sensibilidad o de epidemiologia molecular es impres-
cindible el cultivo de la cepa.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Las limitaciones de este procedimiento estan en gran parte condicionadas por las caracteristicas particulares de
cada técnica, segun se refleja en el apartado “Anotaciones al procedimiento”.

Este procedimiento esta dirigido a la deteccion de las BLEEs y AmpC-p adquiridas mas prevalentes en enterobac-
terias seguin la epidemiologia actual. Cambios evolutivos significativos en esta epidemiologia, como podria ser la
posible aparicion de nuevos tipos de beta-lactamasas, obligarian a un reajuste del procedimiento en consecuencia.
La presencia simultanea de varias beta-lactamasas de amplio espectro, BLEE, AmpC-p o carbapenemasas pue-
de conducir a resultados falsos negativos o dificiles de interpretar por métodos fenotipicos, en cuyo caso se re-
quiere la utilizacion de métodos moleculares.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el procedimiento para la deteccion del estado de portador de entero-
bacterias productoras de carbapenemasas (EPC) en muestras de vigilancia. Aunque Klebsiella pneumoniae es la
especie que actualmente presenta un mayor impacto clinico, cualquier especie de enterobacteria productora de
carbapenemasa requiere vigilancia microbioldgica.

El alcance de este documento tiene dos niveles en funcion de si la deteccion de las EPC se realiza a nivel fenotipico
0 a nivel molecular.

2. FUNDAMENTO

Las carbapenemasas son enzimas capaces de hidrolizar la gran mayoria de los antibidticos beta-lactamicos que
se agrupan en tres clases principales segun la clasificacion molecular de Ambler: 1) Clase A, principalmente enzi-
mas del tipo KPC; 2) Clase B o metalo-beta-lactamasas (MBL) dependientes de zinc, principalmente enzimas del
tipo VIM, IMP y NDM; 3) Clase D, principalmente OXA-48.

En los ultimos afnos las EPC se han convertido en un problema clinico y de salud publica emergente, en continua
evolucion y con una alta velocidad de diseminacion intra- e interhospitalaria, de dificil control y tratamiento.

En la actualidad se han detectado brotes de K. pneumoniae productora de carbapenemasa en la mayoria de las
regiones espanolas, algunos de ellos epidemiologicamente relacionados. Este escenario sugiere una situacion
epidemioldgica que ha evolucionado rapidamente hacia un estado de “diseminacion interregional” que requiere de
medidas globales para su control.

La realizacion de estudios de vigilancia microbioldgica de EPC ha demostrado su utilidad en el estudio de brotes
hospitalarios y se considera una herramienta esencial en los programas de control y prevencion de la infeccion
nosocomial por estos microorganismos.

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion de colonizacion por EPC: i) la utilizacion de técnicas basadas
en el cultivo en medios selectivos y diferenciales, y posterior confirmacion/caracterizacion del mecanismo por
métodos fenotipicos, colorimétricos, moleculares o espectrometria de masas; i) la utilizacion de técnicas rapidas
moleculares capaces de detectar genes codificadores de carbapenemasas. La eleccion de unas u otras depen-
dera en gran parte de las caracteristicas epidemiolégicas de cada hospital (prevalencia de EPC, tipo de pacientes,
etc.), y deberé ser establecida dentro del programa para el control de este tipo de microorganismos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C. Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 1a. SEIMC 2003. Disponible en http://www.seimc.org/
contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologiala.pdf.

2. Martinez-Martinez L (Coordinador). Eliecer-Cano M, Dominguez MA, Ezpeleta-Baquedano C, Martinez-Marti-
nez L, Padilla-Ortega B, Ramirez-de Arellano E. Cultivos de vigilancia epidemioldgica de bacterias resistentes
a los antimicrobianos de interés nosocomial. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 26. SEIMC 2007.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia?6.pdf.

3. Navarro F (Coordinador). Calvo J, Cantdon R, Fernandez-Cuenca F, Mirelis B, Navarro F. Deteccion fenotipica
de mecanismos de resistencia en gramnegativos. Procedimientos en Microbiologia Clinica n® 38. SEIMC 2011.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-

procedimientomicrobiologia38.pdf.
Y
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4. Clinical and Laboratory Standards Institute 2014. Performance standards for antimicrobial susceptibility test-
ing: 24th informational supplement. M100-S24, CLSI, Wayne, PA.

5. Normativa EUCAST vigente del aho en curso, disponible en www.eucast.org.

6. Prospectos de instrucciones correspondientes a aquellos sistemas comerciales fenotipicos o genotipicos que
se utilicen.

4. MUESTRAS

4.1. RECOGIDA, CONSERVACION Y TRANSPORTE

La toma de la muestra, su transporte y su conservacion para cultivos de vigilancia microbioldgica se realizaran
siguiendo las recomendaciones generales de la SEIMC en su “Procedimiento de Microbiologia Clinica n° 1a: Re-
cogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia.”

Las muestras mas adecuadas para determinar el estado de portador de EPC son el frotis rectal y las heces. Para
el frotis rectal la muestra se obtendra introduciendo una torunda por el esfinter anal. Es de especial importancia
que se recoja suficiente materia fecal en la torunda para una deteccion ¢ptima de una EPC. Se utilizara un medio
de transporte que impida su desecacion (Amies o Stuart)

Para la recogida de heces, se enviara una pequefia cantidad de éstas en un recipiente estéril de boca ancha sin
conservantes.

Se recomienda procesar la muestra con la mayor celeridad posible en un tiempo inferior a 24 horas; si no se va
a procesar de manera inmediata es recomendable su conservacion a 2-8°C para facilitar la recuperacion de la
bacteria a vigilar evitando el sobrecrecimiento de la microbiota comensal.

Las muestras para cribado de EPC deben ir acompafadas de un volante de peticion perfectamente cumplimenta-
do en el que debera constar que se solicita un cultivo de vigilancia. Ademas debe incluir los datos de filiacion del
paciente, tipo de muestra, servicio de procedencia y codigo del clinico que realiza la peticion.

4.2. CRITERIOS DE RECHAZO
Se debe rechazar cualquier muestra en la que se observen las siguientes incidencias:

e Defectos en la identificacion de la muestra: etiquetado inadecuado o errdneo, o peticion mal cumplimentada.

e Mal estado de conservacion de la muestra, recogida en recipiente no adecuado: temperatura inadecuada,
muestras en medio no apropiado, mala conservacion, recipiente no estéril.

e Muestras derramadas por envase inadecuado o mal cerrado.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

5.1. CULTIVO DE LA MUESTRA

e Agar MacConkey suplementado con meropenem (1 mg/L). Aimacenar a 2-8°C durante no mas de 7-10 dias.

* Medios cromogénicos comerciales que permitan la deteccion de OXA-48, KPC, VIM, IMP y NDM. Almacenar
a 2-8°C, vigilando la fecha de caducidad.

e Discos de meropenem (10 Q).

e (Caldo de enriguecimiento BHI. Aimacenar a 2-8°C, vigilando la fecha de caducidad. Este medio es opcional y
se puede utilizar previo a la inoculacion en placas.
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5.2. CONFIRMACION DE IDENTIFICACION Y PRODUCCION DE CARBAPENEMASA
Reactivos para confirmar identificacion:

e Sistemas comerciales de identificacion y de determinacion de sensibilidad a antimicrobianos.
e Reactivos (matriz y calibradores) para la identificacion mediante espectrometria de masas (MALDI-TOFF).

Reactivos necesarios para la deteccion de hidrdlisis de los antibidticos carbapenémicos por métodos colori-
métricos:

e Existen diferentes métodos colorimétricos (CarbaNP, BlueCarba) que permiten la deteccion de actividad car-
bapenemasa mediante marcadores colorimétricos que indican cambio de pH. Se utilizaran los reactivos nece-
sarios segun especificaciones de cada fabricante.

Reactivos para la realizacion del Test de Hodge modificado:

Placa de agar Mueller-Hinton.
Disco de meropenem.
Cloxacilina u oxacilina.

Cepa E. coli ATCC 25922.

Reactivos para caracterizacién fenotipica de carbapenemasas mediante el uso de inhibidores.

Placas de agar Mueller-Hinton.

Cloxacilina u oxacilina.

Acido fenil-borénico.

Acido etilendiaminotetracético (EDTA).

Agua desionizada estéril.

Dimetilsulfoxido (DMSO, CH,SOCH,).

Tubos con agua destilada estéril.

Agar Mueller-Hinton en placas.

Discos de antibidticos: meropenem (10 pg), meropenem-acido fenil-bordnico (10/400-600 ug), meropenem-
cloxacilina (10/600 pg) y meropenem-EDTA (10/750 Q).

e Tabletas comerciales con meropenem (10 pg), meropenem/acido dipicolinico, meropenem/cloxacilina, mero-
penem/acido fenil-boronico, y temocilina (30 pg).

5.3. DETECCION MOLECULAR DE GENES CODIFICADORES DE CARBAPENEMASAS

La deteccion molecular de los genes codificadores de carbapenemasas puede hacerse directamente sobre el cre-
cimiento bacteriano obtenido en el cultivo, serviria como confirmacion de la deteccion fenotipica, o sobre muestra
(frotis rectal o heces).

Existen diferentes sistemas comerciales basados principalmente, pero no solo, en PCR a tiempo real. Se usara

cualquiera de ellos que permita la deteccion y caracterizacion de las principales carbapenemasas (OXA-48, KPC,
VIM, NDM, IMP). Se utilizaran los reactivos necesarios segun especificaciones de cada fabricante.

5.4. CONTROLES

Tanto para las pruebas fenotipicas como genotipicas se deben utilizar controles adecuados como pueden ser:
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K. pneumoniae NCTC 13438 o K. pneumoniae CCUG 56233 productoras de KPC.

K. pneumoniae NCTC 13439 o K. pneumoniae CCUG 58547 productoras de VIM.

K. pneumoniae ATCC 25955 como control negativo.

Enterobacter cloacae CCUG 59627 como control negativo productor de AmpC con pérdida de porinas.

6. APARATOS Y MATERIAL
En funcion del nivel del alcance, fenotipico o molecular, los aparatos y materiales necesarios seran diferentes.

6.1. APARATOS
Nivel fenotipico:

e (Cabina de seguridad biologica.

e Estufa de 35°C.

Agitador tipo vortex.

Nevera de 4°C.

Sistemas de identificacion automatico o semiautomatico.
Espectrometro de masas (MALDI-TOFF).

Congelador (-20°C).

Nivel molecular:

e Termobloques.

e Centrifugas.

e Termocicladores.

e Equipo de PCR a tiempo real.

e Fuente de electroforesis, bandejas y cubetas.

e Sistema de visualizacion de geles con transiluminador UV.

6.2. MATERIAL
Nivel fenotipico:

Asas de siembra.

Torundas de algododn estériles.

Dispensadores multidiscos o pinzas.

Pipetas Pasteur estériles.

e Escala del 0,5 de MacFarland o cualquier otro sistema de medida de turbidez.
e Contenedores para desechar material infeccioso.

Nivel molecular:

e Pipetas calibradas.

e Puntas de pipeta con filtro.

e Sistemas de purificacion de ADN.

El mantenimiento, limpieza y calibracion de todos los aparatos e instrumentos requeridos se realizara segun las
normas de cada fabricante y los procedimientos de trabajo de cada centro.
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7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS, INOCULACION E INCUBACION DE LOS MEDIOS
DE CULTIVO

1. Atemperar los medios de cultivo previamente a su uso. Se utilizaran al menos uno de los siguientes medios
de cultivo: agar MacConkey suplementado con 1 mg/L de meropenem, agar MacConkey sobre el que se dis-
pensara un disco de 10 ug de meropenem, o medios cromogénicos comerciales. Entre estos Ultimos ellos se
encuentran los medios chromID (bioMérieux, France) que incluyen el CARBA medium (detecta cepas produc-
toras de KPC y MBL), el OXA-48 medium (especifico para cepas productoras de OXA-48) y el CARBA SMART
medium (medio biplaca que permite la detecion de carbapenemasas en la mitad de la placa y especificamente
de carbapenemasas OXA-48 en la otra mitad); el medio CRE Brilliance (Thermo Fisher Scientific, UK), y el me-
dio SUPERCARBA, que contiene agar Driglasky, ertapenem, cloxacilina y sulfato de zinc.

Registrar y numerar la muestra.

Rotular las placas con medio con el nimero de la muestra, la fecha y el tipo de muestra.

4. Con la torunda descargar la muestra en un tercio aproximadamente de cada placa, rotando la torunda sobre
si misma.

5. Extender la muestra con asa estéril de manera cualitativa para aislar colonias. Incubar las placas inoculadas
en estufa a 35-37°C.

6. En el caso de optar por un enriquecimiento previo, se introducira la torunda rectal en un caldo BHI en el que
se ha introducido un disco de 10 pg de meropenem. Tras incubacion de 18-24 h a 35-37°C se realizara un
subcultivo en los medios correspondientes.

7. Realizar lectura a las 24 horas del cultivo de las muestras. Si en las placas no se detecta aislamiento de mi-
croorganismos, prolongar la incubacion hasta las 48 horas.

w

7.2. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE ENTEROBACTERIAS

En cualquier crecimiento en los medios de cultivo inoculados debe confirmarse la identificacion a nivel de especie.
Muchos medios cromogénicos permiten una identificacion presuntiva de la especie (consultar indicaciones del
fabricante)

En cualquier caso la identificacion se confirmara por MALDI-TOFF o por algun sistema comercial de identificacion
bacteriana.

7.3. CONFIRMACIQN FENOTIPICA DE LA PRODUCCION DE CARBAPENEMASA Y
CARACTERIZACION DE LA CLASE DE CARBAPENEMASA

7.3.1. Confirmacion de reduccidn de sensibilidad a antibidticos carbapenémicos

Se confirmara la reduccion de sensibilidad a antibiéticos carbapenémicos segun criterios y puntos de corte epide-
mioldgicos establecidos por EUCAST: CMI > 0,12 mg/L para ertapenem y meropenem y > 1 mg/L para imipenem;
halos de inhibicion < 25 mm para meropenem y ertapenem y < 23 para imipenem. Se realizaran estudios de con-
firmacion y caracterizacion de carbapenemasas en aquellos aislamientos que presenten reduccion de sensibilidad
al menos a un antibidtico carbapenémico segun dichos criterios. En caso de solo utilizar un antibidtico carbapené-
mico se recomienda el uso de meropenem por presentar mejor equilibrio entre sensibilidad y especificidad.

7.3.2. Medicion de la hidrdlisis de antibidticos carbapenémicos

La medicion de la hidrdlisis de los antibidticos carbapenémicos mediante espectrofotometria se considera una téc-
nica rapida y de referencia pero que no es facilmente asequible para la mayoria de los laboratorios de microbiologia
clinica. Permite la caracterizacion de la clase de carbapenemasas comparando el nivel de hidrolisis en presencia
y ausencia de inhibidores como EDTA o acido dipicolinico (clase B) y tazobactam o acido clavulanico (clase A)

ayudan a la caracterizacion de este tipo de enzimas.
)
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7.3.3. Técnicas adicionales
Todos los aislamientos que cumplan los criterios de sensibilidad mencionados en el punto 7.3.1. se deberan estu-
diar mediante al menos una de las siguientes técnicas:

A. Test de Hodge modificado con disco de meropenem segun las recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI):

a.1. Se inocula una placa de Mueller-Hinton con una suspension 1:10 del 0,5 de McFarland de la cepa E. coli
ATCC 25922.

a.2. Se afaden 10 pL de una solucion 60 mg/mL de cloxacilina o 100 mg/mL de oxacilina a un disco de me-
ropenem (10 pg); la concentracion final de cloxacilina/oxacilina sera de 600 o 1000 pg/disco, respectiva-
mente.

a.3. Se deja secar el disco de meropenem durante 10 minutos y se coloca en el centro de la placa inoculada.

a.4. Se inocula la cepa problema (3-5 colonias con un asa de 10 pL) formando una estria radial desde 2-3 mm
del disco con carbapenémico hacia el borde de la placa.

a.b. Tras 18-24 horas de incubacion a 35°-37°C durante 18-24 horas se examina visualmente el margen del
halo de inhibicion en la zona adyacente a la estria.

B. Deteccion de la actividad carbapenemasa por métodos colorimétricos basados en el cambio de pH:

b.1. Diferentes métodos colorimétricos como el CarbaNP (que utiliza rojo fenol como indicador de la acidifica-
cion el medio) y el BlueCarba (que utiliza azul de bromotimol como indicador) permiten la deteccion de la
actividad carbapenemasa mediante viraje de color con una muy alta sensibilidad y especificidad.

b.2. La realizacion de la técnica se realizara acorde las indicaciones de los protocolos establecidos por los
fabricantes/creadores. Basicamente consiste en realizar un extracto bacteriano (con el bufer B-PER Il en
el caso del CarbaNP o directamente la colonia en el caso del BlueCarba) y ponerlo en contacto con una
solucion del indicador mas un antibidtico carbapenémico.

b.3. Tras un corto periodo de incubacion (habitualmente dos horas) a 35-37°C con o sin agitacion dependien-
do del método, la interpretacion de los resultados se realiza visualmente en comparacion con un control
negativo sin antibiético carbapenémico.

7.3.4. Caracterizacion del tipo de carbapenemasa mediante métodos fenotipicos basados en la
utilizacion de inhibidores

1. En todos los aislamientos que hayan sido positivos mediante las pruebas colorimétricas y/o el test de Hodge
modificado se realizaran pruebas de inhibicion de la actividad carbapenemasa. En aquellos casos en los que
so6lo se vaya a realizar el test de Hodge se aconseja realizar en paralelo las pruebas de inhibicion a todas las ce-
pas sometidas a cribado ya que su lectura conjunta puede facilitar la interpretacion de los resultados obtenidos.

2. Estos estudios se pueden realizar mediante difusion disco-placa 0 mediante dilucion en agar, aunque lo mas
habitual es comparar los halos de inhibicion de discos/tabletas de un antibidtico carbapenémico, preferible-
mente meropenem (10 pg), con y sin la presencia del inhibidor especifico de cada clase de carbapenemasa.

3. Se prepararan las soluciones madre de inhibidores especificos de carbapenemasa de clase A (acido fenil-
borénico; disuelto en DMSQO y agua estéril), de clase B (EDTA; disuelto en agua estéril), o de beta-lactamasas
del tipo AmpC (cloxacilina; disuelta en agua estéril). Posteriormente se anadira el volumen (no mas de 10 pL
de volumen total) adecuado de la solucion de inhibidor a los discos de meropenem segun la cantidad final por
disco que se desee: 400-600 g en el caso del acido fenil borénico, 600 ug en el caso de la cloxacilina, 750
ug en el caso del EDTA. Dejar absorber la solucion al menos 30 minutos y asegurarse que los discos estan
suficientemente secos antes de su aplicacion.

Existen kits comerciales basados en esta misma técnica, con tabletas que contienen 10 pg de meropenem,
meropenem mas cloxacilina, meropenem mas acido dipicolinico y meropenem mas acido fenil-borodnico.
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4. Rotular con el numero de muestra un tubo de agua destilada estéril por cada cepa en cultivo puro al que se
le vaya a realizar la determinacion.

5. Inocular y resuspender homogéneamente cada tubo de agua destilada con varias colonias del microorganismo
problema hasta conseguir una turbidez del 0,5 de la escala de MacFarland. Agitar con un agitador tipo vortex.

6. Impregnar la torunda de algoddn con la suspension bacteriana, escurrirla contra la pared del tubo y sembrar
con ella toda la superficie las placas de agar Mueller-Hinton mediante estrias cruzadas en varias direcciones.

7. Utilizando unas pinzas previamente flameadas y frias, se colocaran los discos de meropenem, meropenem-+acido
fenil borénico, meropenem+EDTA y meropenem-+cloxacilina; o bien las tabletas correspondientes de los kits
comerciales. Incubar a 35-37°C durante 18-24 horas.

8. Existen diferentes métodos comerciales basados en estos mismos principios que utilizan tiras de gradiente de
antibidtico o tabletas de antibidticos. El procedimiento a seguir y la interpretacion de los resultados se realiza-
ran segun las indicaciones de los fabricantes.

7.4. DETECCION DE GENES CODIFICADORES DE CARBAPENEMASAS MEDIANTE
TECNICAS MOLECULARES.

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion molecular rapida de genes codificadores de carbapenemasas
basadas principalmente, pero no sélo, en PCR en tiempo real, microarray y pirosecuenciacion. En los Ultimos anos
se han comercializado numerosos métodos moleculares basados en estas aproximaciones.

Se pueden realizar las siguientes técnicas:

a. A partir de colonia, en lugar de las pruebas fenotipicas, en aquellas cepas con pruebas fenotipicas no conclu-
yentes o como confirmacion de las pruebas fenotipicas.

b. A partir de muestra de vigilancia (y eventualmente clinica), lo que permite agilizar la obtencion de resultados en
relacion a las técnicas de cultivo.
Los procedimientos a realizar varian sustancialmente en funcion del método elegido, en general se elegira un
método que permita la deteccion de cualquiera de las principales carbapenemasas (OXA-48, VIM, KPC, NDM,
IMP) salvo que se utilice como confirmacion en una cepa con una alta sospecha de determinada clase de
carbapenemasa obtenida por métodos fenotipicos.

En general, el procedimiento constara:

1. Una primera fase de extraccion y purificacion del ADN bacteriano. En el mercado se encuentran disponibles
gran cantidad de sistemas de purificacion de acidos nucleicos. El procedimiento de purificacion se realizara
siguiendo las instrucciones de cada uno de los fabricantes.

2. Realizacion del protocolo segun las instrucciones de cada fabricante con el uso de iniciadores 0 sondas es-
pecificos de los genes buscados.

En la Figura 1 del documento cientifico del presente procedimiento asi como en el procedimiento SEIMC n° 38 se
muestran algoritmos de actuacion para la confirmacion de mecanismos de resistencia a antibidticos carbapené-
micos en enterobacterias.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

A. Los resultados del test de Hodge modificado se interpretaran de la siguiente manera:

* Produccion de carbapenemasa. Presencia de una zona de inhibicion distorsionada a los lados de la estria

debido al crecimiento de la cepa indicadora.
e No produccion de carbapenemasa. Ausencia de una zona de inhibicion distorsionada a los lados de la

estria.
)
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¢ Ininterpretable. Inhibicion del crecimiento de la cepa indicadora a los lados de la estria.

B) Los resultados de los métodos colorimétricos basados en el cambio de pH se interpretaran de la siguiente
manera:

¢  Produccion de carbapenemasa. Color amarillo/naranja de la cepa problema versus color rojo del control
negativo (CarbaNP); color amarillo de la cepa problema versus azul/verde del control negativo (BlueCarba); o
color verde de la cepa problema versus azul del control negativo (BlueCarba).

* No produccion de carbapenemasa. Color rojo de la cepa problema versus color rojo del control negativo
(CarbaNP); color verde de la cepa problema versus color verde del control negativo (BlueCarba); o color azul
de la cepa problema versus color azul del control negativo (BlueCarba)

C) La interpretacion de los resultados de las pruebas de inhibicion, expresados como diametros de las zonas de
inhibicion en milimetros, se realizaran de la siguiente manera:

e Carbapenemasa de clase A. Halo de meropenem-+acido fenil bordnico = 5 mm que el halo de meropenem
y halo de meropenem/cloxacilina < 5 mm que el halo de meropenem.

e Carbapenemasa de clase B. Halo de meropenem+EDTA o acido dipicolinico = 5 mm que el halo de mero-
penem.

e Hiperproduccion de AmpC + pérdida de porinas. Halo de meropenem+acido fenil bordnico y halo de
meropenem-+cloxacilina = 5 mm que el halo de meropenem.

* Ante la ausencia de recuperacion con inhibidores con prueba fenotipica (colorimétrica o test de Hodge) suge-
rente de produccion de carbapenemasa, sospechar posible produccion de OXA-48 sobre todo en presencia
de: i) sensibilidad a cefalosporinas de 3%y 4% generacion o perfil de BLEE, ii) alto nivel de resistencia a temoci-
lina (>64 mg/L) y resistencia a piperacilina/tazobactam.

D) La interpretacion de los resultados de los métodos moleculares para la deteccion de los genes codificadores de
carbapenemasas se realizara segun instrucciones especificas de cada método. La informacion de los resultados
se realizara como:

e Sila prueba se ha realizado sobre muestra clinica: “Se detecta mediante [método empleado] la presen-
cia de un gen codificante de [tipo de carbapenemasa]”

e Sila prueba se ha realizado sobre colonia bacteriana previamente identificada: “Se aisla [nombre de la es-
pecie] productora de [tipo de carbapenemasa]”

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un entrenamiento especifico.

La supervision de las técnicas y la interpretacion y emision de los resultados debera realizarla el facultativo espe-
cialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservacion debe estar asesorada por los responsables del laboratorio de
Microbiologia.
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10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

A. Eltest de Hodge modificado es una técnica sencilla y ampliamente utilizada para la deteccion de la actividad
carbapenemasa. A pesar de ser un método recomendado por el CLSI, tiene detractores debido a la presen-
cia de falsos negativos (fundamentalmente MBL, que se pueden evitar en gran parte afadiendo sulfato de
zinc al medio) y de falsos positivos (fundamentalmente cepas con hiperproduccion de AmpC mas pérdida de
porinas, que se puede solventar en gran parte anadiendo cloxacilina u oxacilina al disco de meropenem). Su
lectura conjunta con las técnicas basadas en inhibidores de carbapenemasas aporta una informacion rapida
y facilmente interpretable.

B. Los métodos colorimétricos basados en el cambio de pH son métodos muy sensibles y especificos que nece-
sitan de un cuidadoso cumplimiento de todos sus pasos para obtener un maximo rendimiento. Se desacon-
seja el uso del CarbaNP en colonias desde agar Drigalski o agar McConkey. En cepas productoras de OXA-48
puede detectarse un viraje de color menor del esperado en el CarbaNP alcanzado un color anaranjado que
puede dificultar su interpretacion.

C. Pruebas fenotipicas basadas en el uso de inhibidores:

e En general, la presencia de mecanismos mixtos de resistencia a antibiéticos carbapenémicos (carbape-
nemasas, BLEE y/o AmpC mas pédida de porinas u otros) dificultan en gran medida la técnicas de confir-
macion fenotipica a nivel de clase. Para estos casos, y en general para acelerar la obtencion del resultado
confirmatorio a nivel de clase, se aconseja la utilizacion de técnicas moleculares.

e El EDTA tiene una actividad intrinseca frente a algunas cepas (también se puede observar con el acido
dipicolinico pero con menos frecuencia), en estos casos se puede detectar una recuperacion en el limite
(5-6 mm) en ausencia de carbapenemasas de clase B, este hecho se puede evaluar probando el halo de
inhibicion que tiene un disco que contenga solo EDTA.

e Las resistencias a temocilina y piperacilina/tazobactam no son marcadores especificos de OXA-48, por lo
que para la confirmacion de carbapenemasas de clase D es altamente recomendable la realizacion de un
método genotipico.

D. La deteccion de genes codificadores de carbapenemasas directamente sobre muestra agiliza la emision de
resultados pero no permite conocer la especie bacteriana implicada ni garantizar la presencia de una bacteria
viva. En el caso de que se necesite realizar estudios de sensibilidad o de epidemiologia molecular es impres-
cindible el cultivo de la cepa.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Las limitaciones de este procedimiento estan en gran parte condicionadas por las caracteristicas particulares de
cada técnica, segun se refleja en el apartado “Anotaciones al procedimiento”.

Este procedimiento esta dirigido a la deteccion de las carbapenemasas adquiridas mas prevalentes en enterobac-
terias segun la epidemiologia actual. Cambios evolutivos significativos en esta epidemiologia, como podria ser la
posible aparicion de nuevos tipos de carbapenemasas, obligarian a un reajuste del procedimiento en consecuen-
cia.

La presencia simultanea de carbapenemasas junto con BLEE o con cefamicinasas plasmidicas de tipo AmpC,
puede conducir a resultados falsos negativos o dificiles de interpretar por métodos fenotipicos, en cuyo caso se
requiere aplicar técnicas moleculares.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el procedimiento para la deteccion del estado de portador de Acineto-
bacter baumannii multirresistente (MDR), que por definicion incluyen las cepas productoras de carbapenemasas,
en muestras de vigilancia. La resistencia a carbapenémicos no mediada por enzimas carbapenemasas es un
fendmeno muy inusual en Acinetobacter spp.

El alcance de este documento tiene tres niveles en funcion de los recursos y posibilidades de cada laboratorio:
i-deteccion fenotipica mediante antibiograma de Acinetobacter spp. (0 A. baumannii) MDR; ii-deteccién fenotipica
la produccion de carbapenemasas en Acinetobacter spp. (0 A. baumannii), y ii-deteccion molecular de las carba-
penemasas en Acinetobacter spp. (0 A. baumannii).

2. FUNDAMENTO

A. baumannii muestra una extraordinaria capacidad de adquirir resistencia a los antibiéticos. En la década de los
90 las infecciones causadas por A. baumannii eran faciimente tratadas con antibiéticos convencionales; sin em-
bargo, en la actualidad los aislamientos de esta especie presentan con frecuencia resistencia a practicamente to-
dos los antibidticos de uso clinico. Segun los datos obtenidos en el ultimo estudio multicéntrico nacional (proyecto
GEIH-GEMARA-REIPI-Ab2010) en el que se incluyeron 446 aislados de A. baumannii obtenidos de 43 hospitales
espanoles entre febrero y marzo del 2010, se detectd una alta prevalencia de resistencia (incluida también la sen-
sibilidad intermedia) a la mayoria de los antimicrobianos: >94% (ceftazidima, piperacilina y ciprofloxacino), 82-86%
(carbapenemas vy tetraciclina), 60-70% (tobramicina, sulbactam, gentamicina y doxiciclina), 49% (amikacina), 30%
(minociclina, rifampicina), 24% (tigeciclina) y 3% (colistina). En comparacion con los datos obtenidos en el primer
estudio GEIH-Ab2000 realizado una década antes, estos aislados fueron mas resistentes a ceftazidima (99% vs
83%), carbapenemas (82-86% vs 43%-48%), doxiciclina (70% vs 68%), sulbactam (65% vs 53%) y colistina (3%
vs 0%), pero mas sensibles a los aminoglucosidos (particularmente gentamicina: 70% vs 96%), tetraciclina (83%
vs 91%) y rifampicina (30% vs 51%), respectivamente.

Atendiendo a estos datos es por tanto importante considerar que la mayoria de los aislados clinicos de A. bau-
mannii que se obtienen en la practica clinica diaria muestran un perfil de MDR o de resistencia extensa (XDR).

Respecto a los mecanismos que confieren resistencia a los antimicrobianos en A. baumannii, se han descrito beta-
lactamasas de la clase A (tipo TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB, CARB, GES, KPC, SCO-1...), clase B o metaloen-
zimas (IMP, VIM, SIM, NDM...) y clase D con actividad sobre los carbapenémicos (OXA-23,-24,-58,-143, y -235)
siendo este grupo de carbapenemasas de clase D las mas importantes tanto clinica como epidemioldgicamente.
De igual manera, reduccion en la permeabilidad, hiperexpresion de distintos sistemas de expulsion activa, enzimas
modificantes de aminoglucdsidos y cloranfenicol, metilasas, y modificaciones del sitio de interaccion de la diana
estan implicados en la resistencia a distintas familias de antibidticos en A. baumannii.

En relacion a la epidemiologia clinica de este microorganismo, es notorio el cambio epidemioldgico observado en
el estudio multicéntrico antes mencionado, asi en los Ultimos anos A. baumannii ha ido afectando cada vez con
mas frecuencia a pacientes ingresados en servicios convencionales (no criticos) y a pacientes de instituciones de
cuidados sanitarios no hospitalarios.

Los pacientes colonizados por Acinetobacter spp. tienen a menudo un historial de hospitalizacion prolongada o
terapia antimicrobiana previa. La estancia en UCI, sobre todo ante la presencia de otros pacientes que estan co-
lonizados con Acinetobacter spp., predispone a los pacientes a la colonizacion. Ello se ve favorecido sobre todo
en pacientes que estan intubados y en aquellos que tienen catéteres intravenosos, dispositivos invasivos, drenajes
quirdrgicos, o sondas urinarias permanentes. Acinetobacter spp. suele cultivarse del paciente hospitalizado a
partir de muestras de esputo o secreciones respiratorias, heridas, y la orina y puede aislarse habitualmente en
soluciones de irrigacion y fluidos intravenosos. Su capacidad de sobrevivir en desecacion unido a su facilidad para
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contaminar el ambiente hospitalario y su capacidad de transmitirse de paciente a paciente a través de las manos
del personal favorece su implicacion como causa de brotes hospitalarios. Sin embargo, debido a la complejidad
de mecanismos de resistencia a antimicrobianos que pueden coexistir de manera concomitante en este microor-
ganismos, desde un punto de vista practico el caracter MDR en Acinetobacter spp. se va a definir por la presencia
de resistencia a antibidticos carbapenémicos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C. Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 1a. SEIMC 2003. Disponible en http://www.seimc.org/
contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologiala.pdf.

2. Martinez-Martinez L (Coordinador). Eliecer-Cano M, Dominguez MA, Ezpeleta-Baquedano C, Martinez-Marti-
nez L, Padilla-Ortega B, Ramirez-de Arellano E. Cultivos de vigilancia epidemioldgica de bacterias resistentes
a los antimicrobianos de interés nosocomial. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 26. SEIMC 2007.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia?6.pdf.

3. Navarro F (Coordinador). Calvo J, Cantdon R, Fernandez-Cuenca F, Mirelis B, Navarro F. Deteccion fenotipica
de mecanismos de resistencia en gramnegativos. Procedimientos en Microbiologia Clinica n® 38. SEIMC 2011.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia38.pdf.

4. Documento técnico PNT-MMV-04 de este procedimiento.

5. EUCAST guidelines for detection of resistance mechanisms and specific resistances of clinical and/or epide-
miological importance. Version 1.0, Diciembre 2013. Disponible en:

6. http://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST _files/Resistance_mechanisms/EUCAST_detec-
tion_of_resistance_mechanisms_v1.0_20131211.pdf.

7. Clinical and Laboratory Standards Institute 2014. Performance standards for antimicrobial susceptibility tes-

ting: 24th informational supplement. M100-S24, CLSI, Wayne, PA.

Normativa EUCAST vigente del afio en curso, disponible en www.eucast.org.

9. Bou G (Coordinador). Bou G, Fernandez A, Garcia C, Saez-Nieto JA, Valdezate S. Métodos de identificacion
bacteriana en el laboratorio de microbiologia. Procedimientos en Microbiologia Clinica n° 37. SEIMC 2010.
Disponible en http://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-
procedimientomicrobiologia37.pdf.

@

4. MUESTRAS

4.1. RECOGIDA, CONSERVACION Y TRANSPORTE

La toma de la muestra, su transporte y su conservacion para cultivos de vigilancia microbioldgica se realizaran
siguiendo las recomendaciones generales de la SEIMC en su “Procedimiento de Microbiologia Clinica n® 1a: Re-
cogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia.”

Las muestras mas adecuadas para determinar el estado de portador de A. baumannii MDR son los frotis faringeo
y rectal/perineal. Se utilizara un medio de transporte que impida su desecacion (Amies o Stuart).

Se recomienda procesar la muestra con la mayor celeridad posible en un tiempo inferior a 24 horas; si no se va
a procesar de manera inmediata es recomendable su conservacion a 2-8°C para facilitar la recuperacion de la
bacteria a vigilar evitando el sobrecrecimiento de la microbiota comensal.

Las muestras para cribado de A. baumannii MDR deben ir acompanadas de un volante de peticion perfectamente

cumplimentado en el que debera constar que se solicita un cultivo de vigilancia. Ademas debe incluir los datos de
filiacion del paciente, tipo de muestra, servicio de procedencia y codigo del clinico que realiza la peticion.
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4.2. CRITERIOS DE RECHAZO
Se debe rechazar cualquier muestra en la que se observen las siguientes incidencias:

e Defectos en la identificacion de la muestra: etiquetado inadecuado o errdneo, o peticion mal cumplimentada.

e Mal estado de conservacion de la muestra, recogida en recipiente no adecuado: temperatura inadecuada,
muestras en medio no apropiado, mala conservacion, recipiente no estéril.

e Muestras derramadas por envase inadecuado o mal cerrado.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

($)

.1. CULTIVO DE LA MUESTRA

e Como medio general para la deteccion de A. baumannii MDR se utilizara Agar MacConkey suplementado con
gentamicina a una concentracion de 8 mg/L o incluso cefotaxima a una concentracion de 2 mg/L. Almacenar
a 2-8°C durante no mas de 7-10 dias.

e Alternativamente, para el seguimiento de cepas MDR concretas en situaciones de epidemia o endemia se po-
dré utilizar Agar MacConkey suplementado con antibidticos seleccionados de acuerdo al fenotipo de la cepa
epidémica. Estos medios pueden contener por ejemplo varias combinaciones de cefotaxima o ceftazidima,
meropenem, gentamicina/amicacina o ciprofloxacino. Dado que la resistencia a carbapenémicos en A. bau-
mannii se debe principalmente a la presencia de carbapenemasas de clase D no se requiere posiblemente el
uso de cloxacilina asociado a imipenem y/o meropenem. Otros medios de cultivo especificos, como el medio
LAM o CHROMagar Acinetobacter quedarian como opciones posibles siempre que incorporasen suplemen-
tos antibidticos especificos.

e Paneles de microdilucion o difusion disco-placa para la determinacion del perfil de resistencia. Independiente
de la recomendacion de Magiorakos et al. (Clin Microbiol Infect 2012; 18: 268-281), en la cual los antibidticos a
estudiar se agrupan en varias familias, en el presente documento se va a considerar la resistencia a antibidticos
carbapenémicos (imipenem y meropenem) como marcador de la MDR en A. baumannii. Los puntos de corte
para el imipenem y el meropenem vienen definidos segun criterios CLSI y EUCAST que definen una concen-
tracion inferior o igual a 2 mg/L como criterio de sensibilidad. Respecto al punto de corte de resistencia, hay
una cierta discrepancia, ya que mientras que CLSI define resistencia como mayor o igual a 8 mg/L para ambos
antibidticos, EUCAST lo define como mayor de 8 mg/L.

5.2. CONFIRMACION DE IDENTIFICACION Y PRODUCCION DE CARBAPENEMASA
Reactivos para confirmar identificacion:

e Sistemas comerciales de identificacion y de determinacion de sensibilidad a antimicrobianos.
e Reactivos (matriz y calibradores) para la identificacion mediante espectrometria de masas (MALDI-TOFF).

Reactivos para la realizacién del Test de Hodge modificado:
e Placa de agar Muller-Hinton.
e Disco de meropenem (10 pg).

e CepaE. coli ATCC 25922 o K. pneumoniae ATCC 700603

Reactivos necesarios para la detecciéon de hidrdlisis de los antibidticos carbapenémicos por métodos colori-
métricos:

Existen diferentes métodos colorimétricos (CarbaNP, BlueCarba) que permiten la deteccion de actividad carba-
penemasa mediante marcadores colorimétricos que indican cambio de pH. Se utilizaran los reactivos necesarios

segun especificaciones de cada fabricante.
Y
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Reactivos para caracterizacion fenotipica de carbapenemasas mediante el uso de inhibidores:

Placas de agar Mueller-Hinton.

Cloxacilina u oxacilina.

Acido fenil-borénico.

Acido etilendiaminotetracético (EDTA).

e Agua desionizada estéril.

¢ Dimetilsulféxido (DMSO, CH_SOCH,).

e Tubos con agua destilada esteril.

e Agar Mueller-Hinton en placas.

e Discos de antibitticos: meropenem (10 pg), meropenem-acido fenil-bordnico (10/400-600 ug), meropenem-
cloxacilina (10/600-3000 pg) y meropenem-EDTA (10/750 pg).

e Tabletas comerciales con meropenem (10 pg), meropenem/acido dipicolinico, meropenem/cloxacilina, mero-

penem/acido fenil-bordnico.

5.3. DETECCION MOLECULAR DE GENES CODIFICADORES DE CARBAPENEMASAS

La deteccion molecular de los genes codificadores de carbapenemasas puede hacerse sobre el crecimiento bac-
teriano obtenido en el cultivo, sirviendo como confirmacion de la deteccion fenotipica, o directamente sobre la
muestra clinica (frotis faringeo o rectal).

Existen diferentes sistemas comerciales basados principalmente, pero no soélo, en PCR a tiempo real. Se utilizaran
los reactivos necesarios segun especificaciones de cada fabricante. No obstante, es necesario tener en cuenta
que la gran mayoria de los sistemas comerciales de PCR disponibles en los laboratorios de Microbiologia estan
disefiados para detectar las principales carbapenemasas documentadas en enterobacterias y existen ciertas di-
ferencias con las esperables en A. baumannii. Tipicamente, estos sistemas son capaces de detectar carbape-
nemasas OXA-48, KPC, VIM, IMP y NDM. Si bien la OXA-48 no se ha detectado en A. baumannii, €l resto de
enzimas, particularmente VIM y IMP, y también NDM, si que se han encontrado y por tanto los sistemas comer-
ciales disefados para enterobacterias pueden resultar de utilidad. Las carbapenemasas mas importantes tanto
clinica como epidemioldgicamente en este patdgeno son las carbapenemasas de clase D OXA-23,-24 -58,-143,
y -235. Se incluiria también dentro de estas carbapenemasas la hiperexpresion del enzima enddégeno OXA-51 por
insercion en 5' de la secuencia de insercion ISAba-1. En caso de sospecha fenotipica o epidemioldgica de este
tipo de carbapenemasas deberan utilizarse pruebas de PCR especificas. Asimismo, dada la epidemiologia actual
de la produccion de carbapenemasas en A. baumannii en nuestro pais, la deteccion de carbenemasas de tipo
OXA mediante PCR genérica para estos grupos o mediante PCR especificas para los grupos OXA-23, OXA-24,
y OXA-58 seria suficiente para detectar la inmensa mayoria de los casos y se podria utilizar como aproximacion
diagndstica de primera linea.

5.4. CONTROLES

Tanto para las pruebas fenotipicas como genotipicas se deben utilizar controles adecuados. De forma genérica,
atendiendo a la epidemiologia de A. baumannii en nuestro medio se recomienda utilizar cepas productoras de
OXA-23/-24/-58 como controles positivos de produccion de carbapenemasas.

Cepas de coleccion que podrian usarse como controles incluirian las AbH120-A2, Ab1, y ROC-OXA-58 produc-
toras de OXA-24,-23, y -58, respectivamente descritas en las referencias 1, 6 y 9 de este PNT.
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6. APARATOS Y MATERIAL
En funcion del nivel del alcance, fenotipico o molecular, los aparatos y materiales necesarios seran diferentes.

6.1. APARATOS
Nivel fenotipico:

e (Cabina de seguridad bioldgica.

Estufa de 35°C.

Agitador tipo vortex.

Nevera de 4°C.

Sistemas de identificacion automatico o semiautomatico.
Espectrometro de masas (MALDI-TOF).

e Congelador (-20°C).

Nivel molecular:

e Termobloques.

e Centrifugas.

e Termocicladores.

e Equipo de PCR a tiempo real.

e Fuente de electroforesis, bandejas y cubetas.

e Sistema de visualizacion de geles con transiluminador UV.

6.2. MATERIAL
Nivel fenotipico:

® Asas de siembra.

e Torundas de algodon estériles.

e Dispensadores multidiscos o pinzas.

e Pipetas Pasteur estériles.

e Escala del 0,5 de MacFarland o cualquier otro sistema de medida de turbidez.
e Contenedores para desechar material infeccioso.

Nivel molecular
e Pipetas calibradas.
e Puntas de pipeta con filtro.

e Sistemas de purificacion de ADN.

El mantenimiento, limpieza y calibracion de todos los aparatos e instrumentos requeridos se realizara segun las
normas de cada fabricante y los procedimientos de trabajo de cada centro.

3 ]
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7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS, INOCULACION E INCUBACION DE LOS MEDIOS
DE CULTIVO

1. Atemperar los medios de cultivo previamente a su uso. Como medio general para la deteccion de A. bauman-
nii MDR se utilizara Agar MacConkey suplementado con los antibiéticos antes mencionados, gentamicina (8
mg/L), o cefotaxima (2 mg/L).

2. Registrar y numerar la muestra.

Rotular las placas con medio con el nimero de la muestra, la fecha y el tipo de muestra.

4. Con la torunda descargar la muestra en un tercio aproximadamente de cada placa, rotando la torunda sobre
si misma.

5. Extender la muestra con asa estéril de manera cualitativa para aislar colonias. Incubar las placas inoculadas
en estufa a 35-37°C.

6. Realizar lectura a las 24 horas del cultivo de las muestras. Si en las placas no se detecta aislamiento de mi-
croorganismos, prolongar la incubacion hasta las 48 horas.

w

7.2. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE A. baumannii

La inspeccion visual acompafnada de la prueba de la oxidasa es presuntivo para la identificacion de A. baumannii.
En cualquier caso, la identificacion se confirmara por MALDI-TOF o por algun sistema comercial de identificacion
bacteriana. También los métodos moleculares, aunque mas laboriosos y caros, son Utiles.

7.3. CONFIRMACION DEL FENOTIPO MDR

Se realizara un antibiograma (por ejemplo por microdilucién o por difusion disco-placa) para determinar el perfil
de resistencia. Como se ha comentado, para facilitar el manejo epidemiolégico y de control de la infeccion en la
practica rutinaria diaria, en este procedimiento se va a utilizar la resistencia a carbapenemas como marcador del
fenotipo MDR en A. baumannii. El propio fenotipo de resistencia, que incluye resistencia neta a imipenem y/o me-
ropenem puede sugerir de entrada la presencia de carbapenemasas. La gran mayoria de los aislamientos clinicos
de A. baumannii en nuestro medio con fenotipo MDR (produccion de carbapenemasas) se asocian con un amplio
patron de resistencia multiple a todos los beta-lactamicos incluyendo carbapenemas. Fenotipo que, como se ha
detallado, se asocia principalmente a la producciéon de carbapenemasas del tipo OXA. De manera excepcional, en
nuestro medio podria aparecer A. baumannii MDR productor de otras carbapenemasas, de tipo MBL o de clase
A, de tipo KPC. Los estudios de prevalencia a nivel nacional no han detectado hasta la fecha estos genes codifi-
cantes para estas carbapenemasas en cepas autoctonas.

7.4. CONFIRI\/IACIIC')N FENOTIPICA DE LA PRODUCCION DE CARBAPENEMASA Y
CARACTERIZACION DE LA CLASE DE CARBAPENEMASA

Se podran utilizar una o multiples de las siguientes aproximaciones:

7.4.1 Test de Hodge modificado con disco de meropenem segun las recomendaciones del Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Este procedimiento esta optimizado para enterobacterias, aunque se puede utilizar también para A. baumannii
pero con menor sensibilidad y especificidad. El rendimiento del ensayo puede mejorar utilizando la cepa de K.
pneumoniae ATCC 700603 como indicador.

1. Seinocula una placa de Mueller-Hinton con una suspension 1:10 del 0,5 de McFarland de la cepa E. coli ATCC

25922 (0 K. pneumoniae ATCC 700603).
)
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2. Se coloca el disco de meropenem en el centro de la placa inoculada.

3. Seinocula la cepa problema (3-5 colonias con un asa de 10 pL) formando una estria radial desde 2-3 mm del
disco con carbapenémico hacia el borde de la placa.

4. Después de 18-24 horas de incubacion a 35°-37°C se examina visualmente el margen del halo de inhibicion
en la zona adyacente a la estria.

7.4.2. Medicion de la hidrdlisis de los antibidticos carbapenémicos mediante espectrofotometria.
Se considera una técnica rapida y de referencia pero que no es facilmente asequible para la mayoria de los labora-
torios de microbiologia clinica. Permite la caracterizacion de la clase de carbapenemasas comparando el nivel de
hidrolisis en presencia y ausencia de inhibidores como EDTA o acido dipicolinico (clase B) y tazobactam o acido
clavulanico (clase A). Considerando que la practica totalidad de las carbapenemasas en A. baumannii en nuestro
pais son del tipo OXA, y que estas enzimas no se inhiben con los clasicos inhibidores de clase A, y B, la ausencia
de inhibicion en presencia de inhibidores clase A o B orientaria hacia la presencia de una carbapenemasa del tipo
OXA.

7.4.3 Deteccion de la actividad carbapenemasa por métodos colorimétricos basados en el cam-
bio de pH.

Diferentes métodos colorimétricos como el CarbaNP (que utiliza rojo fenol como indicador de la acidificacion el
medio) y el BlueCarba (que utiliza azul de bromotimol como indicador) permiten la deteccion de la actividad carba-
penemasa mediante viraje de color con una muy alta sensibilidad y especificidad.

1. La realizacion de la técnica se realizara acorde las indicaciones de los protocolos establecidos por los fabri-
cantes/creadores. Basicamente consiste en realizar un extracto bacteriano (con el bufer B-PER |l en el caso
del CarbaNP o directamente la colonia en el caso del BlueCarba) y ponerlo en contacto con una solucion del
indicador mas un antibidtico carbapenémico.

2. Tras un corto periodo de incubacion (habitualmente dos horas) a 35-37°C, con o sin agitacion dependiendo
del método, se interpretan visualmente los resultados en comparacion con un control negativo sin antibidtico
carbapenémico.

3. En el caso de Acinetobacter spp. Se han introducido algunas modificaciones que mejoran la deteccion de
carbapenemasas en este género y de manera concreta las de tipo OXA. En este sentido se ha modificado
el protocolo inicial del CarbaNP a otro procedimiento denominado CarbAcineto NP test que incorpora una
solucion 5M de NaCl como paso de lisis paralelo a un incremento casi al doble en el indculo bacteriano. En
el caso del BlueCarba se han constatado mejoras en la deteccion del cambio de color con un mayor inéculo
bacteriano.

7.4.4. Caracterizacion del tipo de carbapenemasa mediante métodos fenotipicos basados en la
utilizacion de inhibidores.

Se podra aplicar a todos los aislamientos que hayan resultado positivos mediante alguna de las pruebas anteriores
de cribado de carbapenemasas. Estos estudios se pueden realizar mediante difusion disco-placa o mediante dilu-
cion en agar, aunque lo mas habitual es comparar los halos de inhibicion de discos/tabletas de un antibidtico car-
bapenémico, preferiblemente meropenem (10 pg), con y sin la presencia del inhibidor especifico de cada clase de
carbapenemasa. También se puede realizar el test de sinergia de doble disco enfrentando, a diferentes distancias,
el disco de meropenem y el del inhibidor correspondiente. Considerando que la mayoria de las carbapenemasas
en Acinetobacter spp. pertenecen al tipo OXA, y que este grupo de enzimas no se inhibe con los inhibidores de
clase A, o B este ensayo seria secundario en el caso de este género. Solo ante la sospecha epidemioldgica o de
otra indole de la presencia de una carbapanemasa tipo no-OXA se procederia al uso de inhibidores, tal y como se
ha detallado en el PNT-MMV-04 de este procedimiento.

o
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7.5. DETECCION DE GENES CODIFICADORES DE CARBAPENEMASAS MEDIANTE
TECNICAS MOLECULARES.

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion molecular rapida de genes codificadores de carbapenemasas
basadas principalmente, pero no sélo, en PCR en tiempo real, microarray y secuenciacion. En los Ultimos anos se
han comercializado numerosos métodos moleculares basados en estas aproximaciones.

Estas técnicas se pueden realizar:

a. A partir de colonia, en lugar de las pruebas fenotipicas, en aquellas cepas con pruebas fenotipicas no conclu-
yentes o como confirmacion de las pruebas fenotipicas.

b. A partir de muestra de vigilancia (y eventualmente clinica), Io que permite agilizar la obtencion de resultados en
relacion a las técnicas de cultivo.

Los procedimientos a realizar varian sustancialmente en funcién del método elegido y el fabricante. No obstan-
te, es necesario tener en cuenta que la inmensa mayoria de los sistema comerciales de PCR disponibles en los
laboratorios de Microbiologia estan disefiados para detectar las principales carbapenemasas documentadas en
enterobacterias y existen ciertas diferencias con las esperables en A. baumannii (ver punto 5.3).

En general, el procedimiento constara:

1. Una primera fase de extraccion y purificacion del ADN bacteriano. En el mercado se encuentran disponibles
gran cantidad de sistemas de purificacion de acidos nucleicos. El procedimiento de purificacion se realizara
siguiendo las instrucciones de cada uno de los fabricantes.

2. Realizacion del protocolo segun las instrucciones de cada fabricante con el uso de iniciadores 0 sondas espe-
cificos de los genes buscados (ver punto 5.3).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

La expresion de los resultados variara en funcion del alcance, de manera que se consideraran tres situaciones dis-
tintas: a) Realizacion de un antibiograma para definir una cepa como MDR; b) Estudio fenotipico de la produccion
de carbapenemasas; y c) Deteccion a nivel molecular de los genes codificantes de carbapenemasas.

8.1 INTERPRETACION DEL PERFIL DE SENSIBILIDAD

a. Los resultados del antibiograma (halos de inhibicion o CMI) muestran la no sensibilidad a al menos uno de
los antibidticos carbapenémicos: Los resultados indican la presencia de un Acinetobacter spp. (o A.
baumannii) MDR.

b. Los resultados del antibiograma (halos de inhibicion o CMI) muestran sensibilidad a los antibidticos carbape-
némicos. Los resultados indican la presencia de un Acinetobacter spp. (0o A. baumannii) no MDR.

8.2 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS EN FUNCION DE LA DETECCION FENOTIPICA
DE CARBAPENEMASAS

8.2.1 Interpretacién de los resultados del test de Hodge modificado

a. Presencia de una zona de inhibicion distorsionada a los lados de la estria debido al crecimiento de la cepa
indicadora sugiere (sospecha) que la cepa produce carbapenemasa.

b. La ausencia de una zona de inhibicion distorsionada a los lados de la estria sugiere que la cepa NO produce
carbapenemasa.

c. Inhibicion del crecimiento de la cepa indicadora a los lados de la estria, resultado ininterpretable.
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8.2.2 Interpretacion de los resultados de los métodos colorimétricos basados en el cambio de

pH

a. Color amarillo/naranja de la cepa problema versus color rojo del control negativo (CarbaNP); color amarillo de
la cepa problema versus azul/verde del control negativo (BlueCarba); o color verde de la cepa problema versus
azul del control negativo (BlueCarba). Sugiere (sospecha) que la cepa produce carbapenemasa.

b. Color rojo de la cepa problema versus color rojo del control negativo (CarbaNP); color verde de la cepa proble-
ma versus color verde del control negativo (BlueCarba); o color azul de la cepa problema versus color azul del
control negativo (BlueCarba). Sugiere que la cepa NO produce carbapenemasa.

8.2.3. Interpretacion de los resultados de las pruebas de inhibicion, expresados como diametros
de las zonas de inhibicién en milimetros.

Se realizaran de la siguiente manera:

No se considera este ensayo de manera rutinaria en Acinetobacter spp. debido a que en nuestro medio la mayoria
de las carbapenemasas en Acinetobacter spp. son del tipo OXA sobre las cuales no esta comercializado el ensayo
con un inhibidor especifico. Sélo ante la sospecha epidemioldgica o de otra indole de la presencia de una carba-
panemasa tipo no-OXA se procederia al uso de inhibidores, tal y como se ha detallado en el documento técnico
PNT-MMV-04 de este procedimiento.

8.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS EN FUNCION DE LA DETECCION
MOLECULAR DE GENES DE CARBAPENEMASAS

La interpretacion de los resultados de los métodos moleculares para la deteccion de los genes codificadores de
carbapenemasas se realizara segun instrucciones especificas de cada método. La informacion de los resultados
se realizara como:

a. Sila prueba se ha realizado sobre muestra clinica: “Se detecta mediante [método empleado] la presencia
de un gen codificante de [tipo de carbapenemasa]’

b. Sila prueba se ha realizado sobre colonia bacteriana previamente identificada: “Se aisla Acinetobacter spp.
(o A. baumannii) productor de [tipo de carbapenemasa]” “Se aisla Acinetobacter spp. (0 A. baumannii)
MDR”

Cabe mencionar de nuevo la muy escasa prevalencia de cepas de Acinetobacter spp. (0 A. baumannii) que mues-
tran resistencia a carbapenémicos no mediada por enzimas carbapanemasas (debido en este caso a permeabili-
dad reducida y/o hiperexpresion de bombas de extrusion de antibidticos). Este es un concepto que al menos, hay
que tener en consideracion.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un entrenamiento especifico.

La supervision de las técnicas y la interpretacion y emision de los resultados debera realizarla el facultativo espe-
cialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservacion debe estar asesorada por los responsables del laboratorio de

Microbiologia.
Y
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10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

1. El test de Hodge modificado es una técnica sencilla y ampliamente utilizada en enterobacterias para la de-
teccion de la actividad carbapenemasa. Si bien también se puede utilizar en A. baumannii, la sensibilidad y
especificidad es menor, siendo frecuentes los falsos negativos (fundamentalmente MBL, que se pueden evitar
en gran parte afladiendo sulfato de zinc al medio) y de falsos positivos (fundamentalmente cepas con hiperpro-
duccion de AmpC mas pérdida de CarO y/o Omp33-36 aunque este fendmeno no se ha demostrado feha-
cientemente). La utilizacion de la cepa de K. pneumoniae productora de BLEE ATCC 700603 como indicador
puede mejorar el rendimiento. En cualquier caso, su lectura conjunta con las técnicas basadas en inhibidores
de carbapenemasas aporta no obstante informacion relevante.

2. Los métodos colorimétricos basados en el cambio de pH son métodos muy sensibles y especificos que nece-
sitan de un cuidadoso cumplimiento de todos sus pasos para obtener un maximo rendimiento. Se desacon-
seja el uso del CarbaNP en colonias desde agar Drigalski o agar McConkey. Se recomienda también utilizar
siempre cultivos frescos.

3. Pruebas fenotipicas basadas en el uso de inhibidores.

Como se ha comentado, su utilidad se reduciria en casos de sospecha de la presencia de una carbapenemasa
que no sea de tipo OXA.

4. Deteccion de genes codificadores de carbapenemasas por técnicas moleculares.

Lainmensa mayoria de los sistemas comerciales de PCR disponibles en los laboratorios de Microbiologia estan
disehados para detectar las principales carbapenemasas documentadas en enterobacterias y existen ciertas
diferencias con las esperables en A. baumannii. Entre las carbapenemasas documentadas en A. baumannii
que quedarian excluidas con esta aproximacion destacan las tipo OXA (OXA-23,-24 -58, fundamentalmente
pero también OXA-143,-235, e hiperproduccion OXA-51). En caso de sospecha fenotipica o epidemiolégica
de este tipo de carbapenemasas deberan utilizarse pruebas de PCR especificas.

5. La deteccion de genes codificadores de carbapenemasas directamente sobre muestra agiliza la emision de
resultados pero no permite conocer la especie bacteriana implicada ni garantizar la presencia de una bacteria
viva. En el caso de que se necesite realizar estudios de sensibilidad o de epidemiologia molecular es impres-
cindible el cultivo de la cepa.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Las limitaciones de este procedimiento estan en gran parte condicionadas por las caracteristicas particulares de
cada técnica, segun se refleja en el apartado “Anotaciones al procedimiento”.

Este procedimiento estéa dirigido a la deteccion de las carbapenemasas adquiridas mas prevalentes en A, bauman-
nii segun la epidemiologia actual. Cambios evolutivos significativos en esta epidemiologia, como podria ser la posi-
ble aparicion de nuevos tipos de carbapenemasas, obligarian a un reajuste del procedimiento en consecuencia. De
igual manera, tecnologias muy prometedoras para detectar la presencia de carbapenemasas en A. baumannii, tal
como espectrometria de masas mediante MALDI-TOF, pero que se encuentran en un estadio inicial de validacion,
no se han incluido en el presente documento.

La presencia simultanea de carbapenemasas y mecanismos de resistencia cromosdmicos puede dificultar la in-
terpretacion de las pruebas fenotipicas, en cuyo caso se requerira la aplicacion de técnicas moleculares.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el procedimiento para la deteccion del estado de portador de Pseudo-
monas aeruginosa multirresistente (MDR), incluyendo las cepas productoras de carbapenemasa, en muestras de
vigilancia.

El alcance de este documento tiene tres niveles en funcion de las posibilidades de cada laboratorio: deteccion fe-
notipica de P, aeruginosa MDR, deteccion fenotipica de P, aeruginosa productora de carbapenemasa y deteccion
molecular de las carbapenemasas.

2. FUNDAMENTO

La creciente prevalencia de infecciones nosocomiales por cepas de P aeruginosa MDR compromete enormemen-
te la seleccion de tratamientos eficaces y, por tanto, se asocia con una elevada morbilidad y mortalidad. La preva-
lencia de cepas MDR se sitla ya en cifras superiores al 30% a nivel mundial, incluyendo los hospitales espanoles;
aproximadamente la mitad de las cepas MDR serian ademas XDR (resistencia extensa). Ademas, estos perfiles
MDR/XDR se asocian a determinados clones epidémicos (clones de alto riesgo), principalmente ST175, ST111 y
ST235. Actualmente, a nivel global y en nuestro medio en particular, los fenotipos MDR/XDR estan principalmente
causados por la acumulacion de varias mutaciones cromosomicas. Concretamente, la resistencia a beta-lactami-
cos esta mayoritariamente causada por mutaciones que inactivan la porina OprD (resistencia a carbapenemas) y/o
mutaciones que determinan la desrepresion de la beta-lactamasa cromosémica AmpC (resistencia a penicilinas,
cefalosporinas y monobactamicos). Asimismo, las mutaciones que conducen a la hiperexpresion de bombas de
expulsion juegan también frecuentemente un papel coadyuvante en los perfiles MDR/XDR. Aunque proporcional-
mente es todavia mucho menos comun que la resistencia mutacional, cada vez es mas frecuente a nivel mundial
la deteccion de elementos genéticos transferibles portadores de genes de carbapenemasas o beta-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) junto con determinantes de resistencia a aminoglucésidos. Particularmente relevantes,
a nivel mundial y en Espana, son las metallo-beta-lactamasas (MBL). La prevalencia de MBL en aislados de R
aeruginosa en Espafna ha aumentado mas de 10 veces (del 0,08% al 1%) en cinco afos (2003-2008) y han sido
responsables de importantes brotes epidémicos. Al contrario de lo que ocurre en las enterobacterias, la MBL de-
tectada con mayor frecuencia en P, aeruginosa en Espafna es con gran diferencia la VIM-2. No obstante, también
se han descrito casos de VIM-1, VIM-13, VIM-20 y variantes de IMP. Entre las carbapenemasas de clase A detec-
tadas en R aeruginosa cabe destacar las de tipo GES. Entre las BLEE detectadas en P, aeruginosa cabe destacar
las de tipo OXA, con varios derivados descritos por primera vez en Espafa, asi como las de tipo PER, VEB o BEL.
En principio el hallazgo de este tipo de beta-lactamasas en nuestro pais se limita todavia a casos esporadicos, si
bien la dificultad de su deteccion podria llevarnos a infraestimar su incidencia.

De todo lo expuesto se deduce que el escenario epidemioldgico de la resistencia antibidtica en P aeruginosa,
ademas de ser extraordinariamente complejo, se caracteriza por presentar mdltiples niveles que debemos consi-
derar para optimizar las estrategias de vigilancia y control. Estos niveles incluyen la resistencia MDR y XDR, la re-
sistencia mutacional y la transferible y la resistencia mediada por clones esporadicos o epidémicos (de alto riesgo).
Idealmente, la vigilancia deberia hacerse de todas las cepas MDR, ya que constituyen la base del problema, pero
quizas las medidas de control, como el aislamiento de los pacientes o la busqueda activa de casos de coloniza-
cion, podria limitarse a las cepas XDR, mucho mas preocupantes desde el punto de vista terapéutico y con unos
ndmeros de incidencia mas asequibles para este objetivo. Sin duda, aungue solo fuera por la transmisibilidad del
mecanismo, las cepas productoras de carbapenemasas y BLEE deberian vigilarse y controlarse de forma especifi-
ca. Elinterés de esta vigilancia especifica cobra alin mas fuerza con la reciente introduccion de nuevas alternativas
terapéuticas, como ceftazidima-avibactam y ceftolozano-tazobactam, que son muy activas frente a las cepas
MDR/XDR por mecanismos mutacionales (como por ejemplo la hiperproduccion de AmpC) pero inactivos frente a
las cepas productoras de muchas de las beta-lactamasas adquiridas, particularmente las MBL.
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e

D

. MUESTRAS

4.1. RECOGIDA, CONSERVACION Y TRANSPORTE

La toma de la muestra, su transporte y su conservacion para cultivos de vigilancia se realizaran siguiendo las reco-
mendaciones generales de la SEIMC en su “Procedimiento de Microbiologia Clinica n® 1a: Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el laboratorio de Microbiologia.”

Las muestras mas adecuadas para determinar el estado de portador de P aeruginosa MDR son los frotis faringeo

y rectal. Es recomendable que haya materia fecal en la torunda. Se utilizara un medio de transporte que impida su
desecacion (Amies o Stuart).

Se recomienda procesar la muestra con la mayor celeridad posible en un tiempo inferior a 24 horas; si no se va
a procesar de manera inmediata es recomendable su conservacion a 2-8°C para facilitar la recuperacion de la
bacteria a vigilar evitando el sobrecrecimiento de la microbiota comensal.

Las muestras para cribado de R aeruginosa MDR deben ir acompanadas de un volante de peticion perfectamente
cumplimentado en el que debera constar que se solicita un cultivo de vigilancia. Ademas debe incluir los datos de
filiacion del paciente, tipo de muestra, servicio de procedencia y codigo del clinico que realiza la peticion.

4.2. CRITERIOS DE RECHAZO

Se debe rechazar cualquier muestra en la que se observen las siguientes incidencias:

e Defectos en la identificacion de la muestra: etiquetado inadecuado o erréneo, o peticion mal cumplimentada.
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Mal estado de conservacion de la muestra, recogida en recipiente no adecuado: temperatura inadecuada,
muestras en medio no apropiado, mala conservacion, recipiente no estéril.
Muestras derramadas por envase inadecuado o mal cerrado.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

63

.1. CULTIVO DE LA MUESTRA

Como medio general para la deteccion de P aeruginosa MDR se utilizara Agar MacConkey suplementado con

meropenem (1 mg/L). Almacenar a 2-8°C durante no mas de 7-10 dias.

e Alternativamente, para el seguimiento de cepas MDR/XDR concretas en situaciones de epidemia o endemia
se podra utilizar Agar MacConkey suplementado con antibidticos seleccionados de acuerdo al fenotipo. Estos
medios pueden contener por ejemplo varias combinaciones de ceftazidima, meropenem, tobramicina o cipro-
floxacino. Finalmente, la deteccion de cepas productoras de carbapenemasas o BLEE puede verse favorecida
por la adiciéon al medido selectivo de cloxacilina (500 mg/L). La cloxacilina, como potente inhibidor de AmpC,
inhibe la resistencia mutacional a beta-lactamicos. Por ello, el agar MacConkey suplentado con ceftazidima +
cloxacilina o imipenem + cloxacilina puede aumentar la especificidad en la deteccion de cepas productoras de
BLEE y carbapenemasas, respectivamente, aunque ello iria acompanado de la no deteccion de cepas MDR/
XDR por mecanismos de resistencia mutacionales.

e Paneles de microdilucion o difusion con discos para la determinacion del perfil de resistencia de las cepas de

P, aeruginosa. Los antimicrobianos a estudiar siguiendo la recomendacion de Magiorakos et al. (ver referencia

n° 5 de la bibliografia en este PNT) se agrupan en las 8 siguientes clases: cefalosporinas antipseudomonicas

(ceftazidima y cefepima), penicilinas+ inhibidores de beta-lactamasas (ticarcilina+ clavulanico y piperacilina+

tazobactam), monobactamicos (aztreonam), carbapenemas antipseudomaonicas (imipenem, meropenem y do-

ripenem), aminoglucdsidos (gentamicing, tobramicina, amikacina y netilmicina), fluoroquinolonas antipseudo-

monicas (ciprofloxacino, levofloxacino), acidos fosfonicos (fosfomicina) y polimixinas (colistina y polimixina B).

No obstante, conviene tener en cuenta una serie de consideraciones. En nuestro pais, como en el resto de

Europa, deben utilizarse los puntos de corte de sensibilidad del EUCAST para definir las categorias clinicas.

Debido a las importantes diferencias en los puntos de corte, la aplicacion de criterios del CLSI produce impor-

tantes discrepancias en la prevalencia de MDR y XDR, generalmente mas bajas que cuando se utilizan criterios

EUCAST. En la practica, la aplicacion de puntos de corte EUCAST obliga a la no consideracion del aztreonam

en las definiciones MDR/XDR, ya que el punto de corte actual para este antibiético (S <1mg/L) considera que

P, aeruginosa es, de forma intrinseca, no sensible a este antibidtico. Por tanto, el aztreonam no deberia consi-

derarse ya que las definiciones sélo hacen referencia a la resistencia adquirida. De igual forma, la inexistencia

de puntos de corte especificos de fosfomicina para P aeruginosa hacen recomendable la no consideracion
de este antibidtico en las definiciones. Otra recomendacion particular es la no consideracion de la gentamicina
entre los aminoglucésidos antipseudomonicos, por su menor actividad intrinseca. Finalmente, la evaluacion
de la ticarcilina-clavulanico, netilmicina, levofloxacino y polimixina B podria ser prescindible. Por el contrario, la
evaluacion de ceftazidima-avibactam y/o ceftolozano-tazobactam podria ser de gran utilidad para la inferencia
de la presencia de beta-lactamasas adquiridas, ademas de su posible utilidad clinica en un futuro cercano.

De hecho, uno de los mayores retos en el andlisis de la resistencia en P aeruginosa es la diferenciacion entre

resistencia cromosdmica (OprD+ AmpC) y la mediada por beta-lactamasas transmisibles.

5.2. CONFIRMACION DE IDENTIFICACION Y PRODUCCION DE CARBAPENEMASA

Reactivos para confirmar identificacion:

e Sistemas comerciales de identificacion y de determinacion de sensibilidad a antimicrobianos.
e Reactivos (matriz y calibradores) para la identificacion mediante espectrofotometria de masas (MALDI-TOFF).
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Reactivos para la realizacion del Test de inhibicién por cloxacilina:

Placa de agar Mueller-Hinton.

Disco de imipenem (10 pg).

Disco de ceftazidima (30 ug) (opcional)
Cloxacilina u oxacilina.

Reactivos para la realizacién del Test de Hodge modificado:

e Placa de agar Mueller-Hinton.

e Disco de meropenem (10 pg).

e Cloxacilina u oxacilina.

e CepaE. coli ATCC 25922 o K. pneumoniae ATCC 700603.

Reactivos necesarios para la deteccién de hidrdlisis de los antibidticos carbapenémicos por métodos colori-
métricos:

Existen diferentes métodos colorimétricos (CarbaNP, BlueCarba) que permiten la deteccion de actividad carba-
penemasa mediante marcadores colorimétricos que indican cambio de pH. Se utilizaran los reactivos necesarios
segun especificaciones de cada fabricante.

Reactivos para caracterizaciéon fenotipica de carbapenemasas mediante el uso de inhibidores:

e Placas de agar Muller-Hinton.

e Cloxacilina u oxacilina.

e Acido fenil-bordnico.

e Acido etilendiaminotetracético (EDTA).

e Agua desionizada estéril.

¢ Dimetilsulféxido (DMSO, CH,SOCH,).

e Tubos con agua destilada estéril.

e Agar Mueller-Hinton en placas.

e Discos de antibiéticos: meropenem (10 pg), meropenem-acido fenil-borénico (10/400-600 ug), meropenem-
cloxacilina (10/600-3000 pg) y meropenem-EDTA (10/750 pg).

e Tabletas comerciales con meropenem (10 pg), meropenem/acido dipicolinico, meropenem/cloxacilina, mero-
penem/acido fenil-borénico.

5.3. DETECCION MOLECULAR DE GENES CODIFICADORES DE CARBAPENEMASAS

La deteccion molecular de los genes codificadores de carbapenemasas puede hacerse sobre el crecimiento bac-
teriano obtenido en el cultivo, sirviendo como confirmacion de la deteccion fenotipica, o directamente sobre la
muestra clinica (frotis faringeo o rectal).

Existen diferentes sistemas comerciales basados principalmente, pero no sélo, en PCR a tiempo real. Se utilizaran
los reactivos necesarios segun especificaciones de cada fabricante. No obstante, es necesario tener en cuenta
que la inmensa mayoria de los sistemas comerciales de PCR disponibles en los laboratorios de Microbiologia es-
tan disenados para detectar las principales carbapenemasas documentadas en enterobacterias y existen ciertas
diferencias con las esperables en P aeruginosa. Tipicamente, estos sistemas son capaces de detectar carbape-
nemasas OXA-48, KPC, VIM, IMP y NDM. Si bien la OXA-48 no se ha detectado en P aeruginosa, el resto de en-
zimas, particularmente VIM y IMP, si que se han encontrado y por tanto los sistemas comerciales disefados para
enterobacterias pueden resultar de utilidad. Entre las carbapenemasas documentadas en P, aeruginosa que que-
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darfan excluidas con esta aproximacion destacan Unicamente las del tipo GES. En caso de sospecha fenotipica o
epidemioldgica de este tipo de carbapenemasas deberan utilizarse pruebas de PCR especificas. Asimismo, dada
la epidemiologia actual de la produccion de carbapenemasas en R aeruginosa en nuestro pais, la deteccion de
carbenemasas de tipo VIM mediante PCR genérica para este grupo o mediante PCR especificas para los grupos
VIM-1 y VIM-2 seria suficiente para detectar la inmensa mayoria de los casos y se podria utilizar como aproxima-
cion diagnostica de primera linea.

5.4. CONTROLES

Tanto para las pruebas fenotipicas como genotipicas se deben utilizar controles adecuados. De forma genérica,
atendiendo a la epidemiologia de P aeruginosa en nuestro medio se recomienda utilizar una cepa productora de
VIM-2 como control positivo de produccion de carbapenemasa y una cepa deficiente en OprD e hiperproductora
de AmpC como control negativo de produccion de carbapenemasa y control positivo de multirresistencia mutacio-
nal. Entre las diversas cepas descritas que se podrian utilizar como control de cepa productora de VIM-2 estaria
la cepa Pamb238, perteneciente al clon ST111, y como control de multirresistencia mutacional la cepa Pamb93,
perteneciente al clon ST175. Ambas cepas han sido obtenidas de un estudio multicéntrico de bacteriemia por P,
aeruginosa en hospitales espanoles (ver referencia n° 1 de la bibliografia de este PNT).

6. APARATOS Y MATERIAL
En funcion del nivel del alcance, fenotipico o molecular, los aparatos y materiales necesarios seran diferentes.

6.1. APARATOS
Nivel fenotipico:

e (Cabina de seguridad bioldgica.

Estufa de 35°C.

Agitador tipo vortex.

Nevera de 4°C.

Sistemas de identificacion automatico o semiautomatico.
e Espectrofotometro de masas (MALDI-TOFF).

e Congelador (-20°C).

Nivel molecular:

e Termobloques.

e Centrifugas.

e Termocicladores.

e Equipo de PCR a tiempo real.

e Fuente de electroforesis, bandejas y cubetas.

e Sistema de visualizacion de geles con transiluminador UV.

6.2. MATERIAL
Nivel fenotipico:

® Asas de siembra.

e Torundas de algodon estériles.

e Dispensadores multidiscos o pinzas.
e Pipetas Pasteur estériles.
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e Escala del 0,5 de MacFarland o cualquier otro sistema de medida de turbidez.
e Contenedores para desechar material infeccioso.

Nivel molecular:

e Pipetas calibradas.
e Puntas de pipeta con filtro.
e Sistemas de purificacion de ADN.

El mantenimiento, limpieza y calibracion de todos los aparatos e instrumentos requeridos se realizara segun las
normas de cada fabricante y los procedimientos de trabajo de cada centro.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS, INOCULACION E INCUBACION DE LOS MEDIOS
DE CULTIVO

1. Atemperar los medios de cultivo previamente a su uso. Como medio general para la deteccion de R, aerugino-
sa MDR se utilizara Agar MacConkey suplementado con meropenem (1 mg/L)

2. Registrar y numerar la muestra.

Rotular las placas con medio con el nimero de la muestra, la fecha y el tipo de muestra.

4. Con la torunda descargar la muestra en un tercio aproximadamente de cada placa, rotando la torunda sobre
si misma.

5. Extender la muestra con asa estéril de manera cualitativa para aislar colonias. Incubar las placas inoculadas
en estufa a 35-37°C.

6. Realizar lectura a las 24 horas del cultivo de las muestras. Si en las placas no se detecta aislamiento de mi-
croorganismos, prolongar la incubacion hasta las 48 horas.

w

7.2. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE P, aeruginosa

La inspeccion visual acompanada de la prueba de la oxidasa suele ser suficiente para la identificacion de P,
aeruginosa. En cualquier caso, la identificacion se confirmara por MALDI-TOFF o por algun sistema comercial de
identificacion bacteriana.

7.3. CONFIRMACION DEL FENOTIPO MDR/XDR

Se realizara un antibiograma (por ejemplo por microdilucion o difusion disco-placa) para determinar el perfil de
resistencia. De acuerdo con las recomendaciones actuales se considerara MDR si la cepa es no sensible (1+R) al
menos a un antibidtico de al menos 3 clases diferentes y XDR si es no sensible a al menos un antibiético en todas
las clases menos una o dos. El propio fenotipo de resistencia puede sugerir en ocasiones la presencia de carba-
penemasas. Tal es el caso de perfiles de resistencia que incluyen las penicilinas, cefalosporinas y las carbapene-
masas pero no los monobactamicos (aztreonam), sugestivos de produccion de MBL. No obstante, es necesario
tener en cuenta que la resistencia a aztreonam, independientemente de la produccion de MBL, es frecuente en P
aeruginosa. De igual forma, debe tenerse en cuenta que atendiendo a los puntos de corte actuales de EUCAST
la inmensa mayoria de las cepas sin mecanismos adquiridos de resistencia a aztreonam quedan incluidas en la
categoria intermedia. En caso de estar disponible, la evaluacion de la resistencia a ceftazidima-avibactam y/o
ceftolozano-tazobactam puede resultar de gran utilidad para la inferencia de la presencia de beta-lactamasas
adquiridas (carbapenemasas y BLEE).
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7.4. CONFIRMACION FENOTIPICA DE LA PRODUCCION DE CARBAPENEMASA Y
CARACTERIZACION DE LA CLASE DE CARBAPENEMASA

Se podran utilizar una o multiples de las siguientes aproximaciones:

7.4.1 Ensayo de inhibicidén por cloxacilina (u oxacilina).

La inhibicion de la resistencia a beta-lactamicos por cloxacilina es un marcador sensible y especifico de resis-
tencia cromosémica (OprD+ AmpC) en R aeruginosa y por tanto se puede utilizar como ensayo de cribado en la
deteccion de beta-lactamasas adquiridas, incluyendo BLEE y carbapenemasas. Existen basicamente dos apro-
ximaciones para la deteccion de carbapenemasas: (i) utilizacion de discos de imipenem (10 pg) suplementados
0 no con cloxacilina (4.000 pg) o (i) utilizacion de discos de imipenem en agar Mueller-Hinton suplementado o no
con cloxacilina (500 mg/L). En esta segunda alternativa se puede anadir también un disco de ceftazidima (30 ug),
sirviendo de utilidad para el cribado de BLEE en P aeruginosa.

7.4.2 Test de Hodge modificado con disco de meropenem segun las recomendaciones del Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Este procedimiento esta optimizado para enterobacterias, aunque se puede utilizar también para P aeruginosa
pero con menor sensibilidad y especificidad. El rendimiento del ensayo puede mejorar utilizando la cepa de K.
pneumoniae ATCC 700603 como indicador.

1. Seinocula una placa de Mueller-Hinton con una suspension 1:10 del 0,5 de McFarland de la cepa E. coli ATCC
25922 (o K. pneumoniae ATCC 700603).

2. Se anaden 10 pL de una solucion 60 mg/mL de cloxacilina o 100 mg/mL de oxacilina a un disco de mero-

penem (10 pQ); la concentracion final de cloxacilina/oxacilina sera de 600 o 1000 ug/disco, respectivamente.

Se deja seca el disco de meropenem durante 10 minutos y se coloca en el centro de la placa inoculada.

4. Seinocula la cepa problema (3-5 colonias con un asa de 10 pL) formando una estria radial desde 2-3 mm del
disco con carbapenémico hacia el borde de la placa.

5. Después de 18-24 horas de incubacion a 35°-37°C se examina visualmente el margen del halo de inhibicion
en la zona adyacente a la estria.

w

7.4.3. Medicion de la hidrélisis de los antibidticos carbapenémicos mediante espectrofotometria.
Se considera una técnica rapida y de referencia pero que no es facilmente asequible para la mayoria de los labora-
torios de Microbiologia Clinica. Permite la caracterizacion de la clase de carbapenemasas comparando el nivel de
hidrolisis en presencia y ausencia de inhibidores como EDTA o acido dipicolinico (clase B) y tazobactam o acido
clavulanico (clase A) ayudan a la caracterizacion de este tipo de enzimas.

7.4.4 Deteccion de la actividad carbapenemasa por métodos colorimétricos basados en el cam-
bio de pH.

Diferentes métodos colorimétricos como el CarbaNP (que utiliza rojo fenol como indicador de la acidificacion el
medio) y el BlueCarba (que utiliza azul de bromotimol como indicador) permiten la deteccion de la actividad carba-
penemasa mediante viraje de color con una muy alta sensibilidad y especificidad.

1. La realizacion de la técnica se realizara acorde las indicaciones de los protocolos establecidos por los fabri-
cantes/creadores. Basicamente consiste en realizar un extracto bacteriano (con el bufer B-PER Il en el caso
del CarbaNP o directamente la colonia en el caso del BlueCarba) y ponerlo en contacto con una solucion del
indicador mas un antibidtico carbapenémico.

2. Tras un corto periodo de incubacion (habitualmente dos horas) a 35-37°C, con o sin agitacion dependiendo
del método, se interpretan visualmente los resultados en comparacion con un control negativo sin antibiotico
carbapenémico.
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7.4.5. Caracterizacion del tipo de carbapenemasa mediante métodos fenotipicos basados en la
utilizacion de inhibidores.

Se podra aplicar a todos los aislamientos que hayan resultado positivos mediante alguna de las pruebas anterio-
res de cribado de carbapenemasas. Estos estudios se pueden realizar mediante difusion disco-placa o mediante
dilucion en agar, aunque lo mas habitual es comparar los halos de inhibicion de discos/tabletas de un antibidtico
carbapenémico, preferiblemente meropenem (10 pg), cony sin la presencia del inhibidor especifico de cada clase
de carbapenemasa. También se puede realizar el test de sinergia de doble disco enfrentando, a diferentes distan-
cias, el disco de meropenem y el del inhibidor correspondiente.

1. Se prepararan las soluciones madre de inhibidores especificos de carbapenemasa de clase A (acido fenil-
boronico; disuelto en DMSO y agua estéril), de clase B (EDTA; disuelto en agua estéril), o de p-lactamasas del
tipo AmpC (cloxaciling; disuelta en agua estéril).

2. Posteriormente se ahadira el volumen (no mas de 10 pL de volumen total) adecuado de la solucion de inhibidor
a los discos de meropenem segun la cantidad final por disco que se desee: 400-600 pg de acido fenil boro-
nico, 600 pg de cloxacilina (segun algunos estudios mejor 3.000 ug para R aeruginosa) o 750 ug de EDTA.

3. Dejar absorber la solucion al menos 30 minutos y asegurarse que los discos estan suficientemente secos
antes de su aplicacion.

Existen kits comerciales, validados para enterobacterias, basados en esta misma técnica, con tabletas que
contienen 10 pg de meropenem, meropenem mas cloxacilina, meropenem mas acido dipicolinico y merope-
nem mas éacido fenil-borénico.

4. Rotular con el nUmero de muestra un tubo de agua destilada estéril por cada cepa en cultivo puro al que se
le vaya a realizar la determinacion.

5. Inocular y resuspender homogéneamente cada tubo de agua destilada con varias colonias del microorganis-
mo problema hasta conseguir una turbidez del 0,5 de la escala de MacFarland. Agitar con un agitador Vortex.

6. Impregnar la torunda de algoddn con la suspension bacteriana, escurrirla contra la pared del tubo y sembrar
con ella toda la superficie las placas de agar Mueller-Hinton mediante estrias cruzadas en varias direcciones.

7. Utilizando unas pinzas previamente flameadas y frias, se colocaran los discos de meropenem, meropenem-+acido
fenil borénico, meropenem+EDTA y meropenem-+cloxacilina; o bien las tabletas correspondientes de los kits
comerciales. En el caso de utilizar el test de sinergia de doble disco se colocara el disco que contiene el inhibi-
dor a ensayar (por ejemplo EDTA) en el centro de la palca y se anadiran discos de meropenem (y/o imipenem)
a varias distancias (por ejemplo 10 y 20 mm). Se incubara a 35-37°C durante 18-24 horas.

Existen diferentes métodos comerciales basados en estos mismos principios que utilizan tiras de gradiente de
antibidtico o tabletas de antibiodticos. El procedimiento a seguir y la interpretacion de los resultados se realizaran
segun las indicaciones de los fabricantes.

7.5. DETECCION DE GENES CODIFICADORES DE CARBAPENEMASAS MEDIANTE
TECNICAS MOLECULARES.

Existen diferentes aproximaciones para la deteccion molecular rapida de genes codificadores de carbapenemasas
basadas principalmente, pero no sélo, en PCR en tiempo real, microarray y secuenciacion. En los Ultimos anos se
han comercializado numerosos métodos moleculares basados en estas aproximaciones.

Estas técnicas se pueden realizar:

a. A partir de colonia, en lugar de las pruebas fenotipicas, en aquellas cepas con pruebas fenotipicas no conclu-

yentes o como confirmacion de las pruebas fenotipicas.
b. A partir de muestra de vigilancia (y eventualmente clinica), lo que permite agilizar la obtencion de resultados en

relacion a las técnicas de cultivo.
)
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Los procedimientos a realizar varian sustancialmente en funcion del método elegido y el fabricante. No obstante,
es necesario tener en cuenta que la inmensa mayoria de los sistemas comerciales de PCR disponibles en los
laboratorios de Microbiologia estan disefiados para detectar las principales carbapenemasas documentadas en
enterobacterias (ver el documento técnico de este procedimiento dedicado a enterobacterias, PNT-MMV-04) y
existen ciertas diferencias con las esperables en P aeruginosa (ver punto 5.3).

En general, el procedimiento constara de:

1. Una primera fase de extraccion y purificacion del ADN bacteriano. En el mercado se encuentran disponibles
gran cantidad de sistemas de purificacion de acidos nucleicos. El procedimiento de purificacion se realizara
siguiendo las instrucciones de cada uno de los fabricantes.

2. Realizacion del protocolo segun las instrucciones de cada fabricante con el uso de iniciadores 0 sondas es-
pecificos de los genes buscados.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

8.1. INTERPRETACION DEL PERFIL DE SENSIBILIDAD

a. Perfil MDR. Si la cepa es no sensible (I+R) al menos a un antibiético de al menos 3 clases diferentes, informar
que se aisla Pseudomonas aeruginosa multirresistente (MDR).

b. Perfil XDR (opcional). Si la cepa es no sensible (I+R) a al menos un antibiético en todas las clases menos una
o dos, informar que se aisla Pseudomonas aeruginosa con resistencia extensa (XDR).

8.2. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL TEST DE INHIBICION POR CLOXACILINA:

a. Diferencia <5 mm entre los halos de inhibicion de imipenem en presencia y ausencia de cloxacilina sugiere que
la cepa produce carbapenemasa.

b. Diferencia >5 mm entre los halos de inhibicion de imipenem en presencia y ausencia de cloxacilina sugiere la
que la resistencia se debe a mecanismos cromosémicos (OprD+ AmpC) y la cepa NO produce carbapene-
masa.

8.3. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL TEST DE HODGE MODIFICADO

a. Presencia de una zona de inhibicion distorsionada a los lados de la estria debido al crecimiento de la cepa
indicadora sugiere que la cepa produce carbapenemasa.

b. La ausencia de una zona de inhibicion distorsionada a los lados de la estria sugiere que la cepa NO produce
carbapenemasa

c. Inhibicion del crecimiento de la cepa indicadora a los lados de la estria, resultado ininterpretable.

8.4. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LOS METODOS COLORIMETRICOS
BASADOS EN EL CAMBIO DE pH

a. Color amarillo/naranja de la cepa problema versus color rojo del control negativo (CarbaNP); color amarillo de
la cepa problema versus azul/verde del control negativo (BlueCarba); o color verde de la cepa problema versus
azul del control negativo (BlueCarba). Sugiere que la cepa produce carbapenemasa.

b. Color rojo de la cepa problema versus color rojo del control negativo (CarbaNP); color verde de la cepa proble-
ma versus color verde del control negativo (BlueCarba); o color azul de la cepa problema versus color azul del
control negativo (BlueCarba). Sugiere que la cepa NO produce carbapenemasa
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8.5. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE INHIBICION,
EXPRESADOS COMO DIAMETROS DE LAS ZONAS DE INHIBICION EN MILIMETROS

Se realizaran de la siguiente manera:

a. Carbapenemasa de clase A. Halo de meropenem+acido fenil borénico = 5 mm que el halo de meropenem
y halo de meropenem/cloxacilina < 5 mm que el halo de meropenem.

b. Carbapenemasa de clase B. Halo de meropenem+EDTA o acido dipicolinico = 5 mm que el halo de mero-
penem.

8.6. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LOS METODOS MOLECULARES

La interpretacion de los resultados de los métodos moleculares para la deteccion de los genes codificadores de
carbapenemasas se realizara segun instrucciones especificas de cada método. La informacion de los resultados
se realizara como:

a. Sila prueba se ha realizado sobre muestra clinica: “Se detecta mediante [método empleado] la presen-
cia de un gen codificante de [tipo de carbapenemasa]”

b. Sila prueba se ha realizado sobre colonia bacteriana previamente identificada: “Se alsla [nombre de la es-
pecie] productora de [tipo de carbapenemasa]”

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un entrenamiento especifico.

La supervision de las técnicas y la interpretacion y emision de los resultados debera realizarla el facultativo espe-
cialista responsable del laboratorio de Microbiologia que los emite.

La toma de muestra, su transporte y conservacion debe estar asesorada por los responsables del laboratorio de
Microbiologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

1. El test de inhibicion por cloxacilina es una prueba sencilla que tiene utilidad como técnica de cribado de pro-
duccion de beta-lactamasas adquiridas (carbapenemasas y BLEE) en P aeruginosa. No obstante, la experien-
cia es todavia limitada y son necesarios mas estudios para determinar de forma mas precisa su especificidad
y sensibilidad.

2. El test de Hodge modificado es una técnica sencilla y ampliamente utilizada en enterobacterias para la de-
teccion de la actividad carbapenemasa. Si bien también se puede utilizar en P aeruginosa, la sensibilidad y
especificidad es menor, siendo frecuentes los falsos negativos (fundamentalmente MBL, que se pueden evitar
en gran parte afiadiendo sulfato de zinc al medio) y de falsos positivos (fundamentalmente cepas con hiper-
produccion de AmpC mas pérdida de OprD). La utilizacion de la cepa de K. pneumoniae productora de BLEE
ATCC 700603 como indicador puede mejorar el rendimiento. En cualquier caso, su lectura conjunta con las
técnicas basadas en inhibidores de carbapenemasas aporta no obstante informacion relevante.

3. Los métodos colorimétricos basados en el cambio de pH son métodos muy sensibles y especificos que nece-
sitan de un cuidadoso cumplimiento de todos sus pasos para obtener un maximo rendimiento. Se desacon-
seja el uso del CarbaNP en colonias desde agar Drigalski o agar McConkey. Se recomienda también utilizar

siempre cultivos frescos.
Y
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4. Pruebas fenotipicas basadas en el uso de inhibidores.
La presencia simultanea de carbapenemasas y mecanismos de resistencia cromosémicos (pérdida de OprD
+ hiperproduccion de AmpC) puede dificultar la interpretacion de las pruebas fenotipicas. Para estos casos,
y en general para acelerar la obtencion del resultado confirmatorio a nivel de clase, se aconseja la utilizacion
de técnicas moleculares. Ademas, el EDTA tiene una actividad intrinseca frente a algunas cepas (también se
puede observar con el acido dipicolinico pero con menos frecuencia), en estos casos se puede detectar una
recuperacion en el limite (5-6 mm) en ausencia de carbapenemasas de clase B, este hecho se puede evaluar
probando el halo de inhibicion que tiene un disco que contenga sélo EDTA.

5. Deteccion de genes codificadores de carbapenemasas por técnicas moleculares.
La inmensa mayoria de los sistemas comerciales de PCR disponibles en los laboratorios de Microbiologia
estan disenados para detectar las principales carbapenemasas documentadas en enterobacterias y existen
ciertas diferencias con las esperables en R aeruginosa. Entre las carbapenemasas documentadas en P
aeruginosa que quedarian excluidas con esta aproximacion destacan las de tipo GES. En caso de sospecha
fenotipica o epidemiolégica de este tipo de carbapenemasas deberan utilizarse pruebas de PCR especificas.

6. La deteccion de genes codificadores de carbapenemasas directamente sobre muestra agiliza la emision de
resultados pero no permite conocer la especie bacteriana implicada ni garantizar la presencia de una bacteria
viva. En el caso de que se necesite realizar estudios de sensibilidad o de epidemiologia molecular es impres-
cindible el cultivo de la cepa.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Las limitaciones de este procedimiento estan en gran parte condicionadas por las caracteristicas particulares de
cada técnica, segun se refleja en el apartado “Anotaciones al procedimiento”.

Este procedimiento estéa dirigido a la deteccion de las carbapenemasas adquiridas mas prevalentes en P, aerugino-
sa segun la epidemiologia actual. Cambios evolutivos significativos en esta epidemiologia, como podria ser la po-
sible aparicion de nuevos tipos de carbapenemasas, obligarian a un reajuste del procedimiento en consecuencia.

La presencia simultanea de carbapenemasas y mecanismos de resistencia cromosémicos (pérdida de OprD +
hiperproduccion de AmpC) puede dificultar la interpretacion de las pruebas fenotipicas, en cuyo caso se requerira
la aplicacion de técnicas moleculares.
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