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Los cultivos de vigilancia epidemioldgica y la tipificacion
molecular han sido importantes aportaciones de la
Microbiologia Clinica al control de la infeccion nosocomial.
En este documento se ofrece informacion sobre recogida,
transporte, conservacion y procesamiento de muestras
para cultivos de vigilancia, criterios para la interpretacion
de los resultados y la emision de los mismos en relacion
con las bacterias de mayor interés en infeccion
nosocomial. Se incluyen Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (SARM), Enterococcus spp. resistentes

a glucopéptidos, enterobacterias productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE),
Acinetobacter baumannii multirresistente y Pseudomonas
aeruginosa resistente a carbapenems. Esta informacion
pretende aportar una aproximacion general al problema,

a partir de la cual el laboratorio desarrolle directrices
propias, en funcion de las necesidades acordadas con el

equipo multidisciplinar de control de infeccion nosocomial.
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meticilina. Enterococcus resistente a glucopéptidos.
Betalactamasas de espectro extendido. P. aeruginosa.
A. baumannii.

Epidemiological surveillance cultures in
antimicrobial-resistant bacteria causing nosocomial infection

Implementation of surveillance culture programs and
molecular typing are important contributions of Clinical
Microbiology to the control of nosocomial infections. This
document provides information on collection, transport,
preservation, and processing of samples for surveillance
culture, as well as the criteria for interpreting and
reporting the results of relevant etiologic agents in
nosocomial infection. This includes methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), glycopeptide-resistant
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Enterococcus spp., enterobacteria producing
extended-spectrum -lactamases (ESBLs), multiresistant
Acinetobacter baumannii and carbapenem-resistant
Pseudomonas aeruginosa. Details on the available
methods for rapid diagnosis are also presented.

The information in this document attempts to provide a
general approach to the problem and may be considered
a starting point for laboratories that are developing

their own guidelines, according to needs defined by the
multidisciplinary nosocomial infection control team.

Key words: Nosocomial infection. Surveillance cultures.
Multiresistance. Methicillin-resistant S. aureus.
Glycopeptide-resistant Enterococcus. Extended-spectrum
B-lactamases. P. aeruginosa. A. baumannii.

Introduccion

La infeccién nosocomial es actualmente uno de los prin-
cipales problemas sanitarios, y son de particular impor-
tancia las infecciones causadas por bacterias multirresis-
tentes. Aunque no hay una definicién precisa de bacteria
multirresistente, se ha sugerido que el término debiera
aplicarse a aquellos microorganismos que son resistentes
a dos 0 mas grupos de antimicrobianos habitualmente em-
pleados en el tratamiento de las infecciones por el micro-
organismo considerado y que esta resistencia tenga rele-
vancia clinical. Probablemente, también sea razonable
aplicar el término a los microorganismos que presentan de
forma natural resistencia a maltiples antimicrobianos de
uso clinico habitual y que han sido capaces de adquirir re-
sistencia a alguno de los restantes grupos de antimicro-
bianos con posible utilidad clinica.

La multirresistencia aparece como consecuencia de me-
canismos bioquimicos codificados en el cromosoma o por
diversos elementos méviles. Esta dltima posibilidad anade
mayor gravedad al problema, pues la diseminacién del co-
rrespondiente elemento mévil favorece la aparicién de bro-
tes nosocomiales.

Muiltiples estudios han demostrado que es util realizar
cultivos de vigilancia epidemiolégica para conocer la ver-
dadera dimensién del problema de la multirresistencia en
un centro o en una unidad, pues la informacién que puede
inferirse de los resultados de los cultivos de muestras cli-
nicas obtenidas con fines diagndsticos sélo representa una
parte (con frecuencia la menor) del problema. Estos estu-
dios deben considerarse una herramienta adicional en los
programas de control de la transmisiéon nosocomial de es-
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TABLA 1. Indicaciones orientativas sobre el interés cualitativo de diferentes muestras clinicas para la investigacion de patogenos

multirresistentes con fines epidemiologicos

Muestras clinicas

Organismo
Heces/rectal Perineal Faringe Nasal Otras
Staphylococcus aureus resistente a meticilina +2 +++ ++4P o+ +4b
Enterococcus spp. resistentes a glucopéptidos +H++ +++ (+) - ++
Enterobacterias productoras de BLEE e+t ++++ + - ++
Acinetobacter baumannii multirresistente e+ ++ FH+C - ++de
Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL + +++ +444C - ++44

aNo parece de interés para su estudio sistemético, aunque algunos estudios si recogen esta utilidad.
bAspirado traqueal en pacientes con ventilacion mecénica (++), ilceras cronicas (+++), orina en pacientes sondados (++).
°Mas habitual: esputo y exudado de traqueotomia en vez de muestras faringeas.

9En especial, muestras de exudado de herida (+++).
Muestra perineal (++++).
BLEE: betalactamasas de espectro extendido; MBL: metalo-betalactamasa.

tos microorganismos. Desgraciadamente, su puesta en
marcha supone una carga econémica importante, tanto
en personal como en medios materiales, por lo que debie-
ran aplicarse en el contexto de un programa global, enca-
minado en dltima instancia al control de la infeccién no-
socomial.

En este documento se abordaran los agentes etiolégicos
de mayor interés en infeccion nosocomial, por su frecuen-
cia y por las dificultades terapéuticas que suponen. Se in-
cluyen, Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Enterococcus spp. resistentes a glucopéptidos, enterobac-
terias productoras de betalactamasas de espectro exten-
dido (BLEE), Acinetobacter baumannii multirresistente y
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenems. No
abordaremos otros microorganismos que en determinados
circunstancias también adquieren especial importancia,
como enterobacterias productoras de betalactamasa cro-
mosoémica o plasmidica de clase C, Stenotrophomonas mal-
tophilia, Staphylococcus coagulasa negativa resistentes a
meticilina, Clostridium difficile, etc.

El laboratorio de microbiologia es fundamental para de-
tectar e identificar correctamente los microorganismos
multirresistentes presentes en muestras clinicas y para
contribuir al disefio e implementacién de programas para
su vigilancia y control. La aplicacién de métodos de tipi-
ficacion molecular que ayuden a establecer la relacién
clonal de los aislamientos y la caracterizacion de los meca-
nismos de resistencia implicados y de los elementos gené-
ticos que los codifican son también de gran utilidad en este
caso.

La informacién que se recoge en este documento pre-
tende aportar una aproximacion bastante general al pro-
blema, y puede considerarse un punto de partida para que
cada laboratorio pueda desarrollar sus propias directrices,
en funcién de las necesidades acordadas con el equipo
multidisciplinar de control de infeccién nosocomial del
centro.

Muestras para cultivos de vigilancia:
consideraciones generales

La toma de la muestra, su transporte y su conservacién
para cultivos de vigilancia epidemiolégica se realizaran
siguiendo las recomendaciones generales de la Sociedad
Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica (SEIMC) en su documento Recogida, transporte y

procesamiento general de las muestras en el laboratorio de
Microbiologia (www.seimc.org/protocolos/microbiologia/).

A titulo orientativo, en la tabla 1 se recogen las loca-
lizaciones de mayor interés para la bisqueda con fines epi-
demiolégicos de los patégenos multirresistentes conside-
rados.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM)

Los S. aureus resistente a meticilina (SARM) son aqué-
llos para los que la concentracién minima inhibitoria
(CMI) de oxacilina es igual o superior a 4 pg/ml o la de me-
ticilina es igual o superior a 16 pg/ml. La resistencia es
cromosémica y se debe a la transcripciéon del gen mecA,
que genera una nueva proteina fijadora de penicilina
(PBP) denominada PBP2a o0 2°, con muy baja afinidad por
los antibiéticos betalactamicos actualmente disponibles
para uso clinico. El gen mecA es transportado por un ele-
mento genético mévil denominado casete cromosémico
mec (SCCmec).

En las ultimas dos décadas la expansién y prevalencia
de este microorganismo ha aumentado de forma impor-
tante en todos los paises, hasta convertirse en uno de los
patégenos nosocomiales de mayor trascendencia. En Es-
paiia, la prevalencia aument6 del 1,5% en 1986 al 31,2%
en 20022, La importancia de este microorganismo se debe
a su resistencia a multiples antimicrobianos (no sélo a be-
talactamicos), lo que hace dificil el tratamiento de las in-
fecciones que produce?.

SARM ocasiona brotes epidémicos en los hospitales y
en muchos casos se estd comportando ya como un microor-
ganismo endémico, contribuyendo al aumento de morbi-
mortalidad y del coste hospitalario. En los dltimos afos
se estdn documentando, de manera cada vez mas frecuen-
te, infecciones extrahospitalarias causadas por SARM en
pacientes ingresados en centros de crénicos, asilos, etc. Es-
tas infecciones, que muchos autores consideran “asociadas
al sistema sanitario” se relacionan estrechamente, desde
un punto de vista epidemiolégico, con las infecciones cla-
sicamente definidas como nosocomiales. Ademas, en la
dltima década se estdan describiendo infecciones auténtica-
mente comunitarias por SARM pero con caracteristicas
microbiolégicas (sensibilidad antimicrobiana, virulencia,
etc.) y clinicas claramente diferentes de las de adquisicién
nosocomial. Mds recientemente, se estd comprobando que
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estas cepas comunitarias estdn comenzando a describirse
como causantes de infecciones nosocomiales?.

Consideraciones clinicas

Los reservorios de S. aureus son principalmente los pa-
cientes colonizados, pero el personal sanitario (que puede
estar colonizado de forma permanente o temporal) tam-
bién puede actuar como tal. La transmisién se produce fun-
damentalmente de forma cruzada a través de las manos
del personal sanitario. No hay que olvidar, aunque tenga
menor importancia, el papel que desemperia el ambiente
hospitalario (superficies, objetos de uso comun, etc.)*.

Las infecciones més frecuentes causadas por SARM son
bacteriemia primaria, relacionada con catéter, o secunda-
ria, infeccién quirdrgica, neumonia (especialmente la aso-
ciada a ventilacién mecénica) y otras infecciones (infeccién
de piel y tejidos blandos, osteomielitis, endocarditis, etc.)?.

Recogida, transporte, conservacion
y procesamiento de la muestra

Las muestras adecuadas para realizar la vigilancia epi-
demiolégica de SARM van encaminadas a detectar pacien-
tes o personal sanitario colonizados.

En general, se recomienda:

1. Exudado nasal: si se elige una unica muestra para
realizar cultivos de vigilancia, ésta es la mas adecuada. En
ocasiones, podria sustituirse por un frotis faringeo, pero la
extraccion de esta ultima muestra es mds incomoda para
el paciente. Con una mayor sensibilidad estéa la triple
muestra de frotis nasal, faringeo y perirrectal o perineal.

2. Exudado de piel de la zona perineal-perirrectal: en
determinada poblacion tiene alta sensibilidad, pero no se
aconseja como muestra dnica.

3. Muestras respiratorias: en pacientes con ventilacién
mecanica o traqueotomia.

4. Exudados de tlceras o heridas: en pacientes con so-
lucién de continuidad en la piel.

5. Urocultivo: en pacientes con sonda vesical.

Para los exudados nasal, faringeo y de piel se empleara
una torunda con medio de transporte. Estas muestras se
pueden conservar durante un tiempo inferior o igual a
24 h a temperatura ambiente o en nevera entre 2 y 8 °C.

Las muestras para vigilancia epidemiolégica para detec-
tar SARM no precisan la realizacion de tincién de Gram,
dado que los cocos grampositivos en racimos forman parte
de la flora normal de la mayoria de las localizaciones de
interés para cultivo de vigilancia epidemiolégica. No es ne-
cesario ningun tipo de preparacion ni pretratamiento pre-
vio a la inoculacién de los medios de cultivo. La muestra se
sembrara de forma cualitativa para obtener colonias ais-
ladas. Se deben emplear medios selectivos y, preferible-
mente diferenciales, a los que se identifique SARM facil y
rapidamente. De entre las multiples posibilidades existen-
tes, los medios mas empleados son el de agar manitol-sal
(medio de Chapman) y los de agar cromogénico®. Los me-
dios cromogénicos tienen la ventaja de una identificacién
presuntiva més rapida de SARM y de que existen ya pre-
parados comercialmente. Es recomendable usar medios
selectivos suplementados con oxacilina (se ha usado des-
de 0,5 a 6 pg/ml) o de cefoxitina (desde 4 a 8 pg/ml) como
agentes selectivos para las cepas resistentes a meticili-
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na. Las placas inoculadas deben incubarse en estufa a
35-37 °C.

Criterios para la interpretacion de resultados

Se realizard una primera lectura a las 24 h del cultivo; si
en las placas no se detecta aislamiento de microorganis-
mos, se prolongara la incubacién hasta las 48 h, y se vol-
verdn a leer las placas en ese momento.

Si se ha empleado agar manitol-sal, se realizara la lec-
tura a las 24 y 48 h. Cualquier organismo manitol positi-
vo (color amarillo) sera sospechoso de ser S. aureus. Se
realizara un subcultivo de la colonia sospechosa en agar
sangre y en agar MRSA (meticilina-resistente-screening-
agar, medio recomendado por el Clinical Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI), consistente en agar Mueller-Hin-
ton suplementado con 4% de ClNa y 6 pg/ml de oxacilina)
que se leera 24 h después. El crecimiento en agar MRSA
nos indicard que el microorganismo es resistente a meti-
cilina. Este en agar sangre se someters a identificacién
definitiva realizando tinciéon de Gram, catalasa y coagula-
sa (en tubo o aglutinacién). En caso de resultar un coco
grampositivo, catalasa y coagulasa positivo con creci-
miento en agar MRSA, el microorganismo se identificara
como SARM y se podra realizar sensibilidad antimicro-
biana y los estudios que se crean oportunos (tipificacién
molecular, etc.).

Si se ha empleado agar cromogénico selectivo, se reali-
zard también la lectura a las 24 y 48 h. Cualquier micro-
organismo con una coloracién compatible con lo especifica-
do por el fabricante del medio, se identificard como SARM.
Se realizard un subcultivo de esta cepa en agar sangre
para realizar las pruebas de sensibilidad antimicrobiana y
los estudios que se crean oportunos (biologia molecular,
etc.). Algunos autores recomiendan, en cualquier caso, una
identificacion definitiva, con un esquema similar al sena-
lado previamente, al menos cuando se detecte el microor-
ganismo en un paciente por primera vez.

Con independencia de estos métodos fenotipicos, la con-
firmacion de la resistencia a meticilina en S. aureus se
puede realizar detectando el gen mecA por reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) convencional o en tiempo real
(método que en la actualidad se considera de referencia)®?
o mediante la aglutinacion con latex para detectar la pre-
sencia de PBP2a8.

Informacion sobre los resultados

Cuando se ha empleado agar manitol-sal, en caso de ais-
larse un microorganismo manitol positivo, coco en racimo
grampositivo, catalasa y coagulasa positivos sin creci-
miento en agar MRSA, se informara: “Se aisla S. aureus
sensible a meticilina”. Si se aisla un microorganismo ma-
nitol positivo, coco en racimo, catalasa y coagulasa positi-
vo con crecimiento en agar MRSA, se informara: “Se aisla
S. aureus resistente a meticilina”. Si a las 48 h no hay co-
lonias compatibles con S. aureus se informara: “No se afs-
la S. aureus”.

Cuando se ha empleado agar cromogénico selectivo, si se
aisla un microorganismo con la coloracion caracteristica
definida por el fabricante para S. aureus, se informara:
“Se aisla S. aureus resistente a meticilina”. Si a las 48 h no
hay colonias con la coloracién caracteristica definida por el
fabricante para S. aureus resistente a meticilina, se infor-
mara: “No se aisla S. aureus”.
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Técnicas rapidas de diagnéstico

En la dltima década se han empezado a describir méto-
dos rapidos, con resultados disponibles en horas, emplean-
do PCR a tiempo real para detectar SARM directamente
en muestras clinicas®’. Los estudios realizados hasta el
momento dan a esta técnica una sensibilidad y especifici-
dad altas (mayor del 90%). Uno de los problemas de esta
aproximacion es que al realizar la toma de exudado nasal
o de piel, pueden coexistir cepas de S. aureus y de Staphy-
lococcus coagulasa negativo resistente a meticilina. Si se
emplea el gen mecA para realizar la deteccion, la técnica
puede ser positiva tanto en ese caso como si existiera ver-
daderamente SARM. Por este motivo, algunos estudios se
basan en la deteccién del casete cromosémico SCCmecA,
con una sensibilidad del 98% y una especificidad de prac-
ticamente del 100%. Probablemente, en cuanto a vigilan-
cia epidemiolégica, éste sea el futuro en la deteccion rapi-
da de SARM en cultivos de vigilancia.

Enterococcus resistente a glucopéptidos

El género Enterococcus esté integrado por mas de 20 es-
pecies, de las que E. faecalis es la que se ha venido aislan-
do con mayor frecuencia en muestras clinicas (80-90%), se-
guida de E. faecium (5-10%)°.

En 1988 se describieron las primeras cepas de Entero-
coccus resistentes a glucopéptidos (ERG) en Europa. En la
actualidad se conocen varios fenotipos de resistencia a glu-
copéptidos (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE y VanG) con
diferente grado de resistencia a vancomicina y teicoplani-
nal®. Los fenotipos mds frecuentemente detectados son el
VanA (alta resistencia a vancomicina y teicoplanina) y
VanB (resistencia entre moderada y alta a vancomicina
pero no a teicoplanina). Ambos mecanismos son adquiri-
dos, inducibles y capaces de ser transferidos a otros cocos
grampositivos, incluyendo S. aureus. El gen vanA se en-
cuentra en el transposén Tn1546 o en elementos rela-
cionados. Tn1546 suele localizarse en plasmidos, lo que
facilita su diseminacién. El gen vanB se localiza habitual-
mente en el transposén compuesto Trn1547 o en el trans-
poson conjugativo Tn5382. Este dltimo se suele insertar
cerca del gen pbp5 (que confiere resistencia a penicilina),
lo que ayuda a explicar la transferencia simultanea de re-
sistencia a vancomicina y ampicilina en cepas de E. fae-
cium?°.

Algunas especies, como E. gallinarum y E. casseliflavus
presentan resistencia intrinseca de bajo nivel a vancomi-
cina, mediada por el gen vanC, pero carecen de la impor-
tancia epidemioldgica de E. faecium y E. faecalis.

La mayor parte de los ERG corresponden a E. faecium
con el genotipo vanA, pero también se han descrito epide-
mias debidas a esta especie con el genotipo vanB y a E.
faecalis, en el que son igualmente mas frecuentes esos dos
genotipos. En nuestro pais, donde por el momento los ERG
son poco frecuentes, las cepas mas habituales han sido E.
faecium vanA. Se ha prestado particular atencién en los
ultimos afios a los E. faecium vanA incluidos en el deno-
minado complejo clonal 17, que ademas de resistencia a
glucopéptidos presentan resistencia a ampicilina y a fluo-
roquinolonas, varios determinantes de patogenicidad, y
estdn bien adaptados al entorno hospitalario.

Consideraciones clinicas

Los enterococos forman parte de la flora gastrointestinal
normal del ser humano. E. faecalis se aisla en altas con-
centraciones en el colon de més del 90% de individuos sa-
nos, mientras que el resto de especies se encuentran me-
nos frecuentemente y en menor cantidad. También se
pueden encontrar colonizando la cavidad oral, vagina,
area perineal, tracto hepatobiliar y tracto respiratorio su-
perior. Otros reservorios en pacientes hospitalizados in-
cluyen la piel, las heridas abiertas y las ulceras de de-
cubito.

Estos microorganismos poseen la capacidad de sobrevi-
vir largos periodos de tiempo en condiciones desfavora-
bles, por lo que también pueden recuperarse del suelo, ali-
mentos y agua. En los hospitales, tanto el equipamiento
médico como el ambiente que rodea a pacientes coloniza-
dos o infectados constituyen otro reservorio.

La via més importante de transmisién nosocomial de
ERG es el contacto directo o indirecto a través de las ma-
nos contaminadas del personal sanitario. Otras vias inclu-
yen el contacto paciente-paciente y el contacto con el equi-
pamiento médico y las superficies que rodean al paciente.
En el caso de pacientes colonizados que presentan diarrea,
el riesgo de transmisiéon aumenta*.

Los enterococos son considerados agentes de importan-
cia en la infeccién nosocomial, fundamentalmente en pa-
cientes criticos, quirtrgicos o de dreas especiales como
quemados, hematooncolégicos y trasplantados. Son causa
importante de infecciones urinarias, bacteriemias, infec-
ciones de herida quirirgica, quemaduras, ulceras de pie
diabético y tlceras de decubito®.

Recogida, transporte conservacion
y procesamiento de la muestra

El tracto gastrointestinal de los pacientes ingresados
constituye el principal reservorio de ERG en el ambiente
hospitalario. Por este motivo, las muestras més habituales
para el cultivo de vigilancia epidemiolégica de ERG son
las de frotis rectal o perianal y las de las heces. En ocasio-
nes se pueden aceptar otras muestras como la orina y los
exudados de herida, y si se requiere el estudio de conta-
minacién ambiental se analizaran muestras procedentes
de las superficies préoximas al paciente y del instrumental
médico en contacto con é1°.

Las muestras no requieren condiciones especiales de
transporte y conservacién. Si embargo debido a las carac-
teristicas de las muestras habitualmente seleccionadas
para la deteccion de ERG (heces o frotis rectal), si el pro-
cesamiento no va a ser inmediato se recomienda su con-
servacion a 4 °C, para evitar el sobrecrecimiento de la flo-
ra comensal acompanante.

Las muestras para vigilancia epidemiolégica de ERG se
inocularan directamente en los medios de cultivo, ya que
no requieren la realizaciéon de medidas previas de pretra-
tamiento. La inoculacién de los medios de cultivo sélidos
debe realizarse por agotamiento con el fin de obtener colo-
nias aisladas.

Los medios mas frecuentemente utilizados son medios
selectivos y diferenciales que permiten la rdpida detec-
cion de ERG a partir de muestras muy contaminadas!!.
Estos medios contienen vancomicina (como agente se-
lectivo, habitualmente en concentracién de 6 a 8 mg/l) y
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esculina, que es hidrolizada por enterococos y estreptoco-
cos grupo D dando lugar a esculetina, que al reaccionar
con el citrato férrico del medio forma un complejo de color
negro o marrén. Este fenémeno se traduce en un oscureci-
miento del medio que rodea a las colonias crecidas en me-
dio sélido y un oscurecimiento completo del caldo si se tra-
ta de medios liquidos. Ademas, contienen sales biliares
para inhibir el crecimiento de otras bacterias grampositi-
vas y azida sdédica para inhibir el crecimiento de bacterias
gramnegativas. Existen comercializados diferentes tipos
de medios, liquidos y sélidos, que se pueden utilizar en el
cribado de ERG. Incluso existen medios cromogénicos que
permiten la deteccion de ERG. Algunos de estos medios
permiten diferenciar E. faecium y E. faecalis. Las placas
inoculadas deben incubarse a 35-37 °C durante 48 h con
lecturas a las 24 y 48 h.

Criterios para la interpretacion de resultados

La aparicién de pequenas colonias transldcidas acompa-
niadas de una pigmentacién negra o marrén del medio an-
tes descrito nos hara sospechar la presencia de ERG. Si se
ha empleado caldo de cultivo se observara un oscureci-
miento del medio. Si se utiliza otro medio de cultivo se
buscaran colonias con las caracteristicas que especifique el
fabricante.

Las colonias sospechosas se someteran a tincion de
Gram y catalasa. Si se trata de cocos grampositivos y ca-
talasa negativo, seran subcultivadas a placa de agar san-
gre y placa de cribado de resistencia a vancomicina (agar
BHI suplementada con 6 pg/ml de vancomicina) segun re-
comendaciones del CLSI.

A partir del crecimiento en agar sangre se realizaran los
estudios oportunos para su identificacién en cuanto a es-
pecie y estudios de sensibilidad. La identificacion se lleva-
ra a cabo mediante la utilizacién de pruebas clésicas
(PYR, LAP, movilidad, pigmentacién, fermentacién de
azucares) o utilizando galerias comerciales, sistemas au-
tomatizados de identificacién o técnicas de microbiologia
molecular.

Informacion de resultados

Si el cultivo es positivo para ERG se informara como “se
aisla Enterococcus [faecalis/faecium] resistente a gluco-
péptidos”. Si después de 48 h el cultivo es negativo para
ERG se informara como “no se aisla Enterococcus resis-
tente a glucopéptidos”.

El aislamiento de E. gallinarum y E. casseliflavus, con
baja resistencia intrinseca a vancomicina (vanC), no debe
informarse como Enterococcus resistentes a glucopéptidos
cuando se aislen en cultivos de vigilancia, por carecer de
significado epidemioldgico.

Técnicas rapidas de diagnéstico

En los dltimos afios se han desarrollado técnicas de PCR
en tiempo real que permiten detectar la presencia de los
genes vanA y vanB directamente de muestras clinicas'®13.
Los diferentes estudios realizados al respecto parecen de-
mostrar una mayor sensibilidad de estas técnicas con res-
pecto al método de cultivo en medios selectivos, ademés de
una mayor rapidez en la obtencion de los resultados y la
posibilidad aniadida de detectar ERG tanto de la muestra
directa o como del crecimiento en cultivo convencional'4,
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Enterobacterias productoras de BLEE

Uno de los grupos de betalactamasas'® con mayor tras-
cendencia clinica es el de las BLEE, codificadas por plas-
midos. Estas enzimas se inhiben por inhibidores de beta-
lactamasas de serina (como acido clavuldnico, tazobactan
y sulbactam) e hidrolizan in vitro todos los betalactdmicos
de uso clinico, salvo los carbapenemes y las cefamicinas'®.

La primera BLEE se describi6 en Alemania en la década
de 1980, derivaba de la betalactamasa de amplio espectro
SHV-1 y fue denominada SHV-2. Posteriormente, se des-
cribieron nuevas BLEE derivadas de TEM-1 y TEM-2.
Maés recientemente, se ha descrito un nuevo gran grupo de
BLEE genéricamente conocido como CTX-M. Se conocen
también otras BLEE aisladas menos frecuentemente que
pertenecen a diferentes familias como OXA, PER, VEB,
BES, GES, SFO, IBC, etc.'.

Aunque las BLEE son en su gran mayoria sensibles al
acido clavuldnico, se han descrito variantes que siendo
capaces de hidrolizar oxyimino-betalactdmicos no se inhi-
ben por los inhibidores de serina habituales.

Puede encontrarse una relacién detallada de las dife-
rentes enzimas incluidas en las distintas familias de
BLEE en la siguiente direccién de Internet: http/www.la-
hey.org/studies/webt.htm.

Consideraciones clinicas

Hasta hace pocos afios la mayoria de las infecciones por
enterobacterias productoras de BLEE estaban causadas
por Klebsiella pneumoniae o por Escherichia coli, y se pro-
ducian en pacientes hospitalizados o en centros de enfer-
mos crénicos. Sin embargo, en los dltimos afios han cobra-
do gran relevancia las infecciones de origen estrictamente
comunitario producidas por estos microorganismos, en
particular E. coli, productor de enzimas de la familia
CTX-M. También estan adquiriendo importancia crecien-
te las infecciones producidas por otras especies de entero-
bacterias (Enterobacter spp., Proteus mirabilis y Salmone-
lla enterica, entre otras). En un estudio multicéntrico
sobre microorganismos productores de BLEE realizado en
Espafia’®! en el afio 2000, el 93% de las K. pneumoniae se
aislaron en pacientes hospitalizados, pero el 51% de E. coli
con BLEE se aislaron en pacientes que en el momento de
toma de la muestra clinica no estaban hospitalizados.

El principal mecanismo de transmision de estos micro-
organismos ocurre a través de las manos del personal
sanitario, que se coloniza cuando entran en contacto con
pacientes que, a su vez, estan colonizados. El aparato di-
gestivo es el principal reservorio de estas cepas. La tasa de
portadores fecales en situaciones de endemia en unidades
de cuidados intensivos puede llegar al 30-70% de los pa-
cientes ingresados. Se han descrito otros mecanismos de
transmisién que han involucrado a los objetos que rodean
a los pacientes o a productos utilizados en la higiene de los
mismos, pero la contribucién real de estas fuentes en el de-
sarrollo del brote es dificil de determinar. Los pacientes
con mayor riesgo de desarrollar colonizacién o infeccién
por microorganismos productores de BLEE son aquellos
que tienen una enfermedad de base grave, estancias pro-
longadas en el hospital, diferentes objetos médicos de so-
porte vital (sonda urinaria, catéteres intravasculares, tu-
bos endotraqueales) y reciben tratamiento antimicrobiano
durante periodos prolongados!’. Varios estudios han rela-
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cionado el uso de cefalosporinas de amplio espectro, fluo-
roquinolonas, cotrimoxazol y aminoglucésidos con la ad-
quisicién de infeccién por cepas productoras de BLEE?C,

Recogida, transporte, conservacion
y procesamiento de la muestra

Muchos pacientes sufren una colonizacién asintomatica
por enterobacterias productoras de BLEE. Como el prin-
cipal reservorio es el aparato digestivo, las muestras de
eleccion son un frotis rectal o las heces?!.

En una unidad en la que no se hubieran detectado pre-
viamente cepas productoras de BLEE, se aconseja tomar
un frotis rectal/heces de los pacientes ingresados para de-
terminar el grado de colonizacién. También deben tomar-
se muestras ambientales. Una vez que la situacién se hace
endémica, el control es mucho mas complejo, pero la toma
de muestras de vigilancia sigue siendo importante para
determinar la utilidad de las medidas de control que pue-
dan implementarse.

No se precisan condiciones especiales de transporte y
conservacion para el cultivo de enterobacterias producto-
ras de BLEE.

Hay descritos en la literatura médica diferentes medios
selectivos (p. ej., MacConkey, agar Driglasky y agar nu-
tritivo con vancomicina y anfotericina B) para un rendi-
miento 6ptimo en la recuperacion de enterobacterias pro-
ductoras de BLEE a partir de frotis rectales y heces,
siendo los mds habituales los que estan suplementados
con cefotaxima o ceftacidima. También se ha comercializa-
do recientemente un medio cromogénico (ESBL-Bx)?? que
permite una identificacion preliminar de las enterobacte-
rias productoras de BLEE en 24 h.

Las concentraciones de cefotaxima o ceftacidima em-
pleadas en diferentes estudios han oscilado entre 0,5 y
4 mg/l, aunque una concentracién demasiado alta (4 mg/l)
podria determinar una menor sensibilidad en la detec-
ciéon. Aunque las BLEE hidrolizan con mayor o menor efi-
cacia tanto cefotaxima como ceftacidima, algunas CTX-M
hidrolizan muy poco ceftacidima. Las placas se incuba-
ran a 35 °C en aerobiosis, con lecturas a las 24 y 48 h de
la siembra.

Criterios para la interpretacion de resultados

Aunque los medios selectivos estdn disefiados para ga-
rantizar una alta sensibilidad en la deteccién de cepas con
BLEE, el criterio de seleccién resulta poco especifico. Por
tanto, deben seleccionarse las colonias con morfologia de
enterobacteria y proceder a su identificacion como especie.
El CLSI ha estandarizado métodos de cribado y de confir-
macién fenotipica de produccién de BLEE en E. coli, Kleb-
siella spp. y P. mirabilis?’. La caracterizacién de la pre-
sencia de BLEE en otras enterobacterias (o incluso en
bacterias gramnegativas no fermentadoras) es mucho mas
compleja y no se desarrollara en este documento. En cual-
quier caso, la deteccion de BLEE en otras especies sin
AmpC cromosémica, como S. enterica, podria estar basada
en los criterios que se exponen a continuacién, mientras
que en aquellos que si expresan habitualmente AmpC
(Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Morganella mor-
ganii, Serratia marcescens, etc.) la sospecha de la presen-
cia de BLEE puede inferirse (entre otros marcadores) de la
actividad comparada de cefepima y cefepima mas dcido
clavulanico.

Para E. coli, K. pneumoniae y P. mirabilis, el CLSI ha
propuesto sendos métodos de cribado para la deteccién de
BLEE mediante la realizacién de un antibiograma por el
método de disco difusién o mediante el método de dilu-
cion?3. En este ultimo caso se indica el uso de ceftacidima,
aztreonan, cefotaxima o ceftriaxona a una concentraciéon
de 1 pg/ml. Puesto que las placas con medio selectivo de
alguna forma remedan esta dltima situacién, es razonable
asumir que los microorganismos que crecen en las placas
selectivas son sospechosos de producir BLEE, por lo que es
aconsejable realizar directamente una prueba de confir-
macién de la produccién de BLEE.

Para llevar a cabo esta confirmacion, el CLSI también
propone dos opciones basadas en los métodos de disco di-
fusion y de microdilucion, respectivamente. Para la confir-
macién de la produccién de BLEE mediante disco difusion,
se recomienda la utilizacién de discos de cefotaxima
(30 pg) o ceftacidima (30 pg) con y sin dcido clavuldnico
(10 pg). La prueba se realiza en agar Mueller-Hinton con
un inéculo de 0,5 McFarland y un tiempo de incubacién
de 16-18 h. Una diferencia de a partir de 5 mm en el dia-
metro del halo de cualquiera de las cefalosporinas y el co-
rrespondiente halo del disco con 4cido clavulédnico confirma
la produccion de BLEE. La confirmacién mediante mi-
crodilucién en caldo se basa en el uso de ceftacidima
(0,25-128 pg/ml) y cefotaxima (0,25-64 pg/ml) con y sin una
concentracion fija de acido clavulanico (4 pg/ml). Se consi-
dera que la prueba es positiva cuando la CMI de una o de
las dos cefalosporinas disminuye 3 o mas diluciones en pre-
sencia de 4cido clavulanico. Igual que en el método de dis-
co difusidn, es necesario utilizar las dos cefalosporinas.

La prueba de confirmacién fenotipica puede ocasionar
falsos positivos en cepas de K. pneumoniae y de E. coli que
hiperproducen SHV-12¢ y que han sufrido una pérdida de
porinas y en cepas de Klebsiella oxytoca que hiperprodu-
cen la betalactamasa cromosémica K1; el incremento de
CMI de aztreonam junto con CMI de ceftriaxona y de ce-
fotaxima mucho mayores que la CMI de ceftacidima ayuda
a sospechar esta dltima posibilidad. Se han descrito fal-
s0s negativos en cepas de K. pneumoniae que producen,
ademads de BLEE, una betalactamasa plasmidica de tipo
AmpC, por la incapacidad del dcido clavuldnico para inhi-
bir esta tltima enzima.

La deteccién de BLEE se puede determinar también con
otras metodologias (método de difusién del doble disco,
método de difusion con discos comparando los resultados
en agar Mueller-Hinton y en agar Mueller-Hinton suple-
mentado con acido clavulanico, y prueba tridimensional
entre otros), incluyendo sistemas comerciales, como tiras
de Etest (cuyo principal inconveniente es el elevado coste).
Varios sistemas automatizados de antibiograma2® como
Vitek (BioMerieux), MicroScan (Dade Behring) y BD
Phoenix (Becton Dickinson Biosciences) disponen en sus
paneles/tarjetas comerciales de pocillos especificamente
disefiados para el reconocimiento de enterobacterias pro-
ductoras de BLEE. En general, se obtienen buenos resul-
tados con estos sistemas, que, ademads, suelen disponer de
un sistema experto que alerta de la presencia de este me-
canismo de resistencia.

Informacion de los resultados
Si el cultivo es positivo para E. coli, Klebsiella spp. o
P. mirabilis y se confirma la produccién de BLEE, se in-
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formara como “se aisla [nombre de la especie] productora
de BLEE”. Si tras 48 h el cultivo es negativo, o si en algu-
nas de las tres especies indicadas no se demuestra la pro-
duccion de BLEE se informara como “no se aisla E. coli,
Klebsiella spp. o P. mirabilis productores de BLEE”. La
identificacion de alguna otra enterobacteria en la que sin
género de duda se haya demostrado la presencia de BLEE
se informara de igual forma “se aisla [nombre de especiel
productora de BLEE”, teniendo en cuenta los objetivos
perseguidos en el programa de vigilancia que se esté lle-
vando a cabo.

Acinetobacter baumannii multirresistente

El género Acinetobacter incluye un amplio nimero de
especies/genospecies de las que la de mayor importancia
clinica es A. baumannii. La compleja taxonomia de estos
microorganismos dificulta bastante su identificacién pre-
cisa en cuanto a especie, lo que suele requerir el uso de
métodos moleculares?®. Con gran frecuencia las cepas
de A. baumannii nosocomiales son resistentes a betalac-
tamicos (incluyendo los carbapenems en bastantes oca-
siones), fluoroquinolonas, aminoglucésidos, tetraciclinas y
cotrimoxazol. Algunas cepas sélo son sensibles a las poli-
mixinas, pero incluso se han descrito ya aislados resisten-
tes también a estos compuestos.

La resistencia a betalactamicos en A. baumannii se re-
laciona con la produccién de diferentes betalactamasas
(AmpC, oxacilinasas, metalo-betalactamasas), con altera-
ciones de la permeabilidad y con la expresion de PBP de
baja afinidad?’. La produccién de enzimas modificadoras
de aminoglucésidos y de mecanismos de expulsion activa
se relaciona con la resistencia a aminoglucésidos. En el
caso de la resistencia a las fluoroquinolonas se han des-
crito mutaciones cromosémicas que conducen a alteracio-
nes de las topoisomerasas de clase II (ADN-girasa y topoi-
somerasa IV) y mecanismos de expulsion activa. Muchas
cepas albergan integrones de clase 1 que contienen los ge-
nes que codifican oxacilinasas, metaloenzimas y enzimas
modificadoras de aminoglucésidos.

Los porcentajes de sensibilidad a distintos antimicrobia-
nos en 211 aislados de A. baumannii obtenidos en un es-
tudio multicéntrico espaiiol (25 centros) del afio 2000 fue-
ron: polimixina B, 100%; minociclina, 66%; imipenem,
52%; rifampicina, 49%; sulbactam, 47%; meropenem, 43%;
amicacina, 35%; doxiciclina, 32%; tobramicina, 21%, y
para piperacilina, ceftacidima, cefepima, gentamicina, co-
trimoxazol, tetraciclina, ciprofloxacino y gemifloxacino la
sensibilidad fue inferior al 20%28.

En la mayoria de los centros, tras una primera fase de
epidemia que no llega a controlarse se produce una situa-
cion de endemicidad. Los estudios de epidemiologia mo-
lecular indican que incluso en esta dltima situacién sélo
persisten uno o dos clones mayoritarios, aunque también
se han descrito situaciones en las que en un mismo centro
coexisten multiples clones®.

Consideraciones clinicas

Como A. baumannii puede sobrevivir en el medio am-
biente durante largos periodos, la contaminacién am-
biental es importante porque permite la transmisién del
patégeno al paciente directamente o a través de las ma-
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nos del personal sanitario, que suele estar colonizado sélo
de forma transitoria. Ademas, los pacientes colonizados o
infectados son un importante reservorio del microorga-
nismo?®°,

A. baumannii puede causar una amplia variedad de in-
fecciones, incluyendo bacteriemia, neumonia nosocomial
(en particular en el paciente con ventilacién mecdnica),
meningitis, infecciones urinarias, infecciones de heridas
quirdrgicas e infecciones de tejidos blandos, entre otras.

A. baumannii es tipicamente un patégeno nosocomial.
Aunque se han descrito brotes en unidades médicas y qui-
rurgicas, la mayoria han tenido lugar en unidades de cui-
dados intensivos (UCI). Los factores de riesgo relacionados
con su adquisicion incluyen una estancia hospitalaria pro-
longada, empleo de maniobras invasoras, inmunosupre-
sion, enfermedad de base grave y uso previo de antimicro-
bianos. Se ha observado que las infecciones nosocomiales
por A. baumannii (y en particular la bacteriemia) siguen
cierta estacionalidad, con un incremento de casos en los
meses de verano. A diferencia de lo que ocurre con SARM,
no parece que la expansion de A. baumannii multirresis-
tente al medio extrahospitalario haya sido muy impor-
tante?31,

Recogida, transporte conservacion
y procesamiento de la muestra

Las muestras de vigilancia en pacientes més frecuen-
temente evaluadas incluyen esputo y exudado de traqueo-
tomia, heridas, axila/ingle y frotis rectal. En un estudio
espanol sobre deteccién de A. baumannii en distintas
muestras de vigilancia en pacientes de UCI, se identificé el
microorganismo en el 75% de las muestras axilares o fa-
ringeas y en el 77% de los frotis rectales; la combinacién de
muestras axilar-faringea y axilar-rectal permitié la identi-
ficacién en el 90% de los pacientes, cifra que alcanzé el 96%
para la combinacién de la muestra faringea-rectal. Las
muestras ambientales que hay que considerar pueden ser
muy diversas. Se ha descrito contaminacién por A. bau-
mannii en componentes de los equipos de respiracion asis-
tida, liquidos diversos, medicaciones multidosis, ropa de
cama, transductores de presién no desechables, etc.

No es necesario observar condiciones especiales de
transporte y conservacion de las muestras de vigilancia
epidemiolégica. Como en otros casos, si el procesamiento
de los frotis rectales no va a ser inmediato, se recomienda
su conservacion a 4 °C.

Las muestras procedentes de pacientes se procesaran si-
guiendo las pautas habituales. Las muestras ambientales
tomadas con torunda en medio liquido se cultivaran en
un medio sé6lido para identificacién de colonias, mante-
niendo la punta de la torunda en el tubo con un medio li-
quido para asegurar el crecimiento de pequenas cantida-
des de indculo.

A. baumannii crece sin dificultad en los medios de culti-
vo habituales. Las muestras de vigilancia procedentes de
los pacientes se pueden sembrar en cualquiera de los me-
dios selectivos habituales para bacterias gramnegativas,
(como MacConkey). Teniendo en cuenta que el objetivo
del estudio es la deteccién de las cepas multirresistentes,
es preferible emplear medios de cultivo diferenciales su-
plementados con un antimicrobiano al que el microorga-
nismo sea resistente. Se ha empleado el medio LAM (Le-
eds Acinetobacter Medium), que esta suplementado con
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vancomicina (10 mg/l), cefsulodina (15 mg/l) y cefradina
(50 mg/1) para el aislamiento selectivo de Acinetobacter en
muestras clinicas o ambientales. Como una gran mayoria
de cepas son resistentes a gentamicina, muchos protocolos
aconsejan también el uso de agar MacConkey suplemen-
tado con gentamicina en una concentracién de 8 pg/ml.
Podria aprovecharse el uso de placas de agar MacConkey
suplementado con cefotaxima/ceftazidima empleadas en la
vigilancia de otros patégenos (como se ha explicado con an-
terioridad). Las muestras ambientales pueden procesarse
en infusion cerebro corazén (BHI), y el subcultivo puede
realizarse en el mismo tipo de medio sélido empleado para
las muestras clinicas descritas previamente. Como en
otros casos, los medios de cultivo se incubaran en aerobio-
sis a 35 °C durante 48 h.

Criterios para la interpretacion de resultados

Se realizard una lectura de los cultivos a las 24 y a las
48 h de su inoculacién. La identificacién presuntiva de las
colonias de A. baumannii se basara en la morfologia de
las colonias. El microorganismo es productor de catalasa
pero no de oxidasa. La identificacién como especie, como se
ha dicho, es compleja y mediante el uso de galerias o de
paneles comerciales no se garantiza completamente. Por
esta razén, en muchos laboratorios la identificacién
bioquimica se completa s6lo con un tubo de tres aztcares
hierro (TSI) (A. baumannii es no fermentador y crece visi-
blemente en la superficie de la lengiieta del medio) y a lo
sumo de movilidad (A. baumannii es inmévil). Si se em-
plean los referidos métodos bioquimicos comerciales y el
método en cuestion senala la identificacion de A. bauman-
nii, es recomendable casi siempre hacer referencia en la
identificacién al “complejo A. baumannii” antes que la es-
pecie A. baumannii propiamente dicha. La identificacién
de especie definitiva se realiza por métodos moleculares,
habitualmente en centros de referencia.

Informacion de resultados

La identificacion de Acinetobacter sp. (0 A. baumannii si
se ha realizado una identificacién precisa) multirresisten-
te se informara como “se aisla Acinetobacter sp. multirre-
sistente”. Si tras 48 h de incubacién no se aisla el micro-
organismo, se informara “No se aisla Acinetobacter sp.”. Si
la cepa aislada no fuera multirresistente se informara “No
se aisla Acinetobacter sp. multirresistente”.

Pseudomonas aeruginosa productora
de metalo-betalactamasa

P. aeruginosa es un microorganismo que sobrevive fa-
cilmente en el ambiente hospitalario, y en la actualidad
constituye uno de los principales patégenos nosocomiales
oportunistas, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos y
grandes quemados. Presenta resistencia natural a muchos
antimicrobianos (la mayoria de las penicilinas, cefalospo-
rinas de primera, segunda y muchas de las de tercera ge-
neracion, tetraciclinas, cloranfenicol, cotrimoxazol, rifam-
picina), y con gran facilidad desarrolla mutaciones
cromosémicas y adquiere material genético que incremen-
tan su resistencia.

En un estudio multicéntrico espafiol con 1.014 cepas
procedentes de 136 hospitales®? se comprobé que ninguno

de los antimicrobianos evaluados era activo frente a todos
los aislados. Las tasas de resistencia para los principales
compuestos fueron: piperacilina-tazobactam, 7%; merope-
nem, 8%; amicacina, 9%; tobramicina, 10%; imipenem,
14%; ceftacidima, 15%; cefepima, 17%; aztreonam y cipro-
floxacino: 23%, y gentamicina: 31%.

La resistencia intrinseca de P. aeruginosa depende de la
baja permeabilidad de su membrana externa y de varios
sistemas de expulsion activa3?. Casi la totalidad de los ais-
lamientos clinicos de P. aeruginosa expresan la betalacta-
masa AmpC, cuya desrepresion puede ser parcial o total.
La préactica totalidad de cepas clinicas poseen también
OXA-50, aunque su contribucién a la resistencia parece
irrelevante. Algunas cepas producen, ademads, otras beta-
lactamasas adquiridas, de las que son particularmente
importantes las metalo-betalactamassas (MBL), carbape-
nemasas que se inhiben por EDTA, pero no por acido cla-
vulédnico®4. Se han descrito varios grupos de MBL: IMP,
VIM, SPM, GIM, SIM y AIM (de ellos, los de mayor im-
portancia son IMP y VIM)34,

La pérdida de la porina OprD causa una disminucién
dréastica en la penetracién de carbapenems, lo que junto
con la expresion de AmpC y de sistemas de expulsion
activa acaba determinando también la aparicion de resis-
tencia clinica a estos compuestos. El sistema de expul-
sion MexAB-OprM se expresa de forma basal y su activi-
dad afecta a meropenem, pero no a imipenem. Como la
desrepresién de AmpC es maés frecuente que la hiperex-
presiéon de MexAB-OprM, en cepas clinicas la frecuencia
de resistencia a imipenem es mayor que la de resistencia
a meropenem. La resistencia a aminoglucésidos se debe a
la produccion de enzimas modificadoras y al sistema de
expulsion activa MexXY-OprM. La resistencia a quinolo-
nas en P. aeruginosa depende de la existencia de las ya
citadas bombas de expulsién y de alteraciones en las to-
poisomerasas. Aunque la deteccién de resistencia a car-
bapenems en P. aeruginosa no es dificil empleando los
métodos estandarizados habituales en el laboratorio cli-
nico, si es complejo precisar cudl es el mecanismo subya-
cente. La caracterizacion de estos mecanismos tiene im-
portantes implicaciones epidemioldgicas, y es deseable
aclarar si obedecen a mutaciones cromosémicas o a la
produccion de carbapenemasas, en especial de MBL, cu-
yos correspondiente genes suelen estar codificadas por
integrones (de clase 1y en ocasiones de clase 3) y por
transposones.

Las MBL no hidrolizan los monobactams, por lo que la
combinacién de resistencia a carbapenem y sensibilidad a
aztreonam sugiere la presencia de estas enzimas?®. Por
desgracia, el microorganismo puede expresar otros meca-
nismos que, independientemente, causan resistencia a az-
treonam; por ello, no siempre que existen MBL se observa
el fenotipo indicado. Se han desarrollado diferentes mé-
todos que permiten la deteccién fenotipica de MBL en
P. aeruginosa (y por analogia en otros microorganismos),
basados en la inhibicién del enzima por EDTA o por otro
tipo de inhibidores (fenantrolina, derivados del dcido mer-
captoacético, del acido mercaptopropiénico). No se dispone
de un método estandarizado para la deteccion de MBL, y
ademas los métodos fenotipicos indicados no son comple-
tamente sensibles ni especificos, por lo que la confirmacién
definitiva de la presencia de la enzima depende, por el mo-
mento, de métodos moleculares?$.
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Consideraciones clinicas

Aunque P. aeruginosa no suele formar parte de la flora
normal, en ocasiones existe colonizacion en el tracto gas-
trointestinal y en otras zonas, como faringe, axila y periné.
Puede producirse contaminaciéon de productos y equipos
hospitalarios, en particular de aquellos que poseen compo-
nentes en contacto con la humedad. También puede en-
contrarse en la superficie de frutas y verduras.

A pesar de la amplia distribucién que puede tener P. ae-
ruginosa en el medio ambiente, varios estudios sugieren
que el reservorio de los pacientes colonizados es de mayor
importancia para el ulterior desarrollo de brotes epidémi-
cos, en los que los pacientes adquieren el microorganismo
por transmisién cruzada.

P. aeruginosa posee multiples factores de virulencia,
pero mas alld de su produccion, la patogenia de las infec-
ciones por este agente se relaciona estrechamente con la
situacién del huésped, y resultan importantes la rotura
de la barrea cutaneo-mucosa, los trastornos de la inmuni-
dad humoral y la neutropenia.

Los principales factores relacionados con la multirresis-
tencia en P. aeruginosa han sido la gravedad de la infec-
cion, el uso de dispositivos invasores, la hospitalizacién
prolongada y la exposicién previa a antimicrobianos, en
particular (y como para tantas otras bacterias gramnegati-
vas) betalactdmicos y quinolonas?®7-38,

P. aeruginosa puede producir una amplisima variedad
de infecciones, como bacteriemia, neumonia asociada a
ventilacion mecanica, infecciones respiratorias en pacien-
tes con fibrosis quistica y neumonia de la comunidad, in-
fecciones urinarias, endocarditis, meningitis, diversas for-
mas de otitis, queratitis y endoftalmitis, osteomielitis,
enterocolitis e infecciones perianales, entre otras.

Recogida, transporte y conservacion de la muestra

Los cultivos de vigilancia epidemiolégica para P. aerugi-
nosa multirresistente deben tener en cuenta la toma de
muestras de pacientes y muestras del medio ambiente y
equipos de atencién sanitaria. No son necesarias conside-
raciones especiales para el transporte y conservacién de
muestras en que se investigue la presencia de P. aerugi-
nosa.

P. aeruginosa sobrevive en la mayoria de ambientes y
temperaturas propias del entorno clinico y crece con faci-
lidad en los medios de cultivo habituales, incluyendo los
medios de cultivo diferenciales para bacterias gramnega-
tivas, como agar MacConkey. Se han disenado medios con
agentes selectivos (como cetrimida) para favorecer el cre-
cimiento de P. aeruginosa a partir de muestras clinicas
con flora mixta y muestras ambientales.

La gran mayoria de las cepas clinicas de P. aeruginosa
son resistentes a las concentraciones de cefotaxima que
habitualmente se emplean en los medios selectivos de vi-
gilancia epidemiolégica disefiados para el aislamiento de
otros microorganismos multirresistentes, por lo que su uso
garantizaria el crecimiento de P. aeruginosa con indepen-
dencia de si el aislado es multirresistente. La adicién de
ceftacidima, aminoglucésidos, o carbapenems a agar Mac-
Conkey u otro medio equivalente favorecera especifica-
mente la seleccion de cepas con més resistencia.

Para el cultivo de muestras ambientales y de equipos
médicos pueden seguirse las recomendaciones senaladas
para A. baumannii, con las particularidades que acaban
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de indicarse. Los medios de cultivo deben incubarse en
aerobiosis a 35 °C durante 48 h.

Criterios para la interpretacion de resultados

La lectura de los medios de cultivo en busca de P. aeru-
ginosa (de cepas resistentes al antimicrobiano deseado si
se han empelado medios selectivos especificos) se realiza-
rd alas 24 y a las 48 h. P. aeruginosa se identifica facil-
mente en funcién del aspecto de la colonia, la pigmenta-
cién y algunas pruebas bioquimicas sencillas: produccién
de oxidasa, oxidacién de la glucosa pero no fermentacién
de la misma, presencia de arginina-dehidrolasa y cre-
cimiento a 42 °C. Los sistemas comerciales de identifi-
caci6n habitualmente empleados en el laboratorio son
también bastante fiables para la identificacién del micro-
organismo, excepto en el caso de cepas mucoides.

La confirmacion de la resistencia a los diferentes anti-
microbianos (y de la multirresistencia, por tanto) se hara
en funcién de los resultados del antibiograma. La identifi-
cacion de cepas que presuntamente producen MBL se ba-
sard en los resultados de pruebas fenotipicas?®. En ausen-
cia de un método estandarizado para llevar a cabo esta
deteccion se han empleado multiples ensayos, basados en
la capacidad de inhibir la actividad de la MBL con un
agente quelante. Como agente indicador se han usado los
carbapenems, pero también ceftacidima (que es hidroliza-
da por la MBL), lo que aumenta la sensibilidad del estu-
dio. Con relacién a los métodos de difusién, se han em-
pleado el método de doble disco con EDTA e imipenem o
ceftacidima, o con dcido mercaptopropidénico e imipenem o
ceftacidima, comprobando que el quelante es capaz de au-
mentar el didmetro del halo del betalactamico. En otros
casos, empleando una aproximacion similar a la que reco-
mienda el CLSI para la deteccién de BLEE, se han usado
discos que incorporan simultdneamente EDTA y un car-
bapenem o ceftacidima, comparando el didmetro del halo
de inhibicién con el del correspondiente disco sin EDTA.
También se ha usado un extracto del microorganismo ob-
tenido por sonicacién con el que se impregnan discos de
carbapenem o ceftacidima con y sin EDTA, comparando
luego los correspondientes halos de inhibicion.

Otro método alternativo basado en la microdilucién se
basa en la comparacién de la CMI de carbapenem solo y en
combinacién con dos inhibidores, EDTA (0,4 mM) y 1,10 fe-
nantrolina (0,04 mM). Por analogia con el ensayo de detec-
cién de BLEE, la disminucién de la CMI de carbapenem en
combinacion con los quelantes de al menos 8 veces sugiere
la presencia de MBL. Con el mismo fundamento metodolé-
gico se dispone de tiras de Etest que contienen imipenem e
imipenem + EDTA. Un incremento de la CMI de imipenem
en presencia de EDTA de al menos 8 veces es sugestivo de
la presencia de MBL. Como en otros casos el principal in-
conveniente de este ultimo método es el precio de las tiras.

Estos métodos no son completamente sensibles ni es-
pecificos y en ciertos casos tienen dificil interpretacion,
con frecuencia subjetiva. Por esta razén se han puesto a
punto métodos de deteccién molecular de MBL tipo IMP y
VIM (en principio seria extensible a otros grupos de MBL)
mediante PCR?¢. Ademads, como las MBL suelen estar in-
cluidas en integrones, también se ha demostrado la pre-
sencia de un gen que codifica MBL empleando cebadores
especificos para los integrones de clase 1 en combinacién
con cebadores especificos para MBL.
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Informacion de resultados

En funcién de la metodologia empleada, el informe de
resultados cuando se haya identificado P. aeruginosa sera:
“Se aisla Pseudomonas aeruginosa [multirresistente/pro-
ductoras de metalo-betalactamasa]”. Si tras 48 h de incu-
bacién no se aisla el microorganismo se informara “No se
aisla Pseudomonas aeruginosa”.
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