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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.
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Introducción
La infección 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 definición precisa de bacteria
multirresistente, se ha sugerido que el término debiera
aplicarse a aquellos microorganismos que son resistentes
a dos o más grupos de antimicrobianos habitualmente em-
pleados en el tratamiento de las infecciones por el micro-
organismo considerado y que esta resistencia tenga rele-
vancia clínica1. Probablemente, también sea razonable
aplicar el término a los microorganismos que presentan de
forma natural resistencia a múltiples antimicrobianos de
uso clínico habitual y que han sido capaces de adquirir re-
sistencia a alguno de los restantes grupos de antimicro-
bianos con posible utilidad clínica.

La multirresistencia aparece como consecuencia de me-
canismos bioquímicos codificados en el cromosoma o por
diversos elementos móviles. Esta última posibilidad añade
mayor gravedad al problema, pues la diseminación del co-
rrespondiente elemento móvil favorece la aparición de bro-
tes nosocomiales.

Múltiples estudios han demostrado que es útil realizar
cultivos de vigilancia epidemiológica para conocer la ver-
dadera dimensión del problema de la multirresistencia en
un centro o en una unidad, pues la información que puede
inferirse de los resultados de los cultivos de muestras clí-
nicas obtenidas con fines diagnósticos sólo representa una
parte (con frecuencia la menor) del problema. Estos estu-
dios deben considerarse una herramienta adicional en los
programas de control de la transmisión nosocomial de es-

Los cultivos de vigilancia epidemiológica y la tipificación

molecular han sido importantes aportaciones de la
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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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tos microorganismos. Desgraciadamente, su puesta en
marcha supone una carga económica importante, tanto
en personal como en medios materiales, por lo que debie-
ran aplicarse en el contexto de un programa global, enca-
minado en última instancia al control de la infección no-
socomial.

En este documento se abordarán los agentes etiológicos
de mayor interés en infección 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-
mosómica o plasmídica de clase C, Stenotrophomonas mal-
tophilia, Staphylococcus coagulasa negativa resistentes a
meticilina, Clostridium difficile, etc.

El laboratorio de microbiología es fundamental para de-
tectar e identificar correctamente los microorganismos
multirresistentes presentes en muestras clínicas y para
contribuir al diseño e implementación de programas para
su vigilancia y control. La aplicación de métodos de tipi-
ficación molecular que ayuden a establecer la relación
clonal de los aislamientos y la caracterización 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 información que se recoge en este documento pre-
tende aportar una aproximación bastante general al pro-
blema, y puede considerarse un punto de partida para que
cada laboratorio pueda desarrollar sus propias directrices,
en función de las necesidades acordadas con el equipo
multidisciplinar de control de infección nosocomial del
centro.

Muestras para cultivos de vigilancia:
consideraciones generales

La toma de la muestra, su transporte y su conservación
para cultivos de vigilancia epidemiológica se realizarán
siguiendo las recomendaciones generales de la Sociedad
Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología
Clínica (SEIMC) en su documento Recogida, transporte y

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

A título orientativo, en la tabla 1 se recogen las loca-
lizaciones de mayor interés para la búsqueda con fines epi-
demiológicos de los patógenos multirresistentes conside-
rados.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM)

Los S. aureus resistente a meticilina (SARM) son aqué-
llos para los que la concentración mínima inhibitoria
(CMI) de oxacilina es igual o superior a 4 �g/ml o la de me-
ticilina es igual o superior a 16 �g/ml. La resistencia es
cromosómica y se debe a la transcripción del gen mecA,
que genera una nueva proteína fijadora de penicilina
(PBP) denominada PBP2a o 2’, con muy baja afinidad por
los antibióticos betalactámicos actualmente disponibles
para uso clínico. El gen mecA es transportado por un ele-
mento genético móvil denominado casete cromosómico
mec (SCCmec).

En las últimas dos décadas la expansión y prevalencia
de este microorganismo ha aumentado de forma impor-
tante en todos los países, hasta convertirse en uno de los
patógenos nosocomiales de mayor trascendencia. En Es-
paña, la prevalencia aumentó del 1,5% en 1986 al 31,2%
en 20022. La importancia de este microorganismo se debe
a su resistencia a múltiples antimicrobianos (no sólo a be-
talactámicos), lo que hace difícil el tratamiento de las in-
fecciones que produce3.

SARM ocasiona brotes epidémicos en los hospitales y
en muchos casos se está comportando ya como un microor-
ganismo endémico, contribuyendo al aumento de morbi-
mortalidad y del coste hospitalario. En los últimos años
se están documentando, de manera cada vez más frecuen-
te, infecciones extrahospitalarias causadas por SARM en
pacientes ingresados en centros de crónicos, asilos, etc. Es-
tas infecciones, que muchos autores consideran “asociadas
al sistema sanitario” se relacionan estrechamente, desde
un punto de vista epidemiológico, con las infecciones clá-
sicamente definidas como nosocomiales. Además, en la
última década se están describiendo infecciones auténtica-
mente comunitarias por SARM pero con características
microbiológicas (sensibilidad antimicrobiana, virulencia,
etc.) y clínicas claramente diferentes de las de adquisición
nosocomial. Más recientemente, se está comprobando que
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TABLA 1. Indicaciones orientativas sobre el interés cualitativo de diferentes muestras clínicas para la investigación de patógenos
multirresistentes con fines epidemiológicos

Muestras clínicas
Organismo

Heces/rectal Perineal Faringe Nasal Otras

Staphylococcus aureus resistente a meticilina a+a +++ b+++b ++++ b++b

Enterococcus spp. resistentes a glucopéptidos ++++ ++++ (+) – ++
Enterobacterias productoras de BLEE ++++ ++++ + – ++
Acinetobacter baumannii multirresistente ++++ ++ c++++c – d,e+++d,e

Pseudomonas aeruginosa productoras de MBL + +++ c++++c – d+++d

aNo parece de interés para su estudio sistemático, aunque algunos estudios sí recogen esta utilidad.
bAspirado traqueal en pacientes con ventilación mecánica (++), úlceras crónicas (+++), orina en pacientes sondados (++).
cMás habitual: esputo y exudado de traqueotomía en vez de muestras faríngeas.
dEn especial, muestras de exudado de herida (+++).
eMuestra perineal (++++).
BLEE: betalactamasas de espectro extendido; MBL: metalo-betalactamasa.



estas cepas comunitarias están comenzando a describirse
como causantes de infecciones nosocomiales2.

Consideraciones clínicas
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 transmisión 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 desempeña el ambiente
hospitalario (superficies, objetos de uso común, etc.)4.

Las infecciones más frecuentes causadas por SARM son
bacteriemia primaria, relacionada con catéter, o secunda-
ria, infección quirúrgica, neumonía (especialmente la aso-
ciada a ventilación mecánica) y otras infecciones (infección
de piel y tejidos blandos, osteomielitis, endocarditis, etc.)2.

Recogida, transporte, conservación
y procesamiento de la muestra

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

En general, se recomienda:

1. Exudado nasal: si se elige una única muestra para
realizar cultivos de vigilancia, ésta es la más adecuada. En
ocasiones, podría sustituirse por un frotis faríngeo, pero la
extracción de esta última muestra es más incómoda para
el paciente. Con una mayor sensibilidad está la triple
muestra de frotis nasal, faríngeo y perirrectal o perineal.

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

3. Muestras respiratorias: en pacientes con ventilación
mecánica o traqueotomía.

4. Exudados de úlceras o heridas: en pacientes con so-
lución de continuidad en la piel.

5. Urocultivo: en pacientes con sonda vesical.

Para los exudados nasal, faríngeo y de piel se empleará
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 epidemiológica para detec-
tar SARM no precisan la realización de tinción de Gram,
dado que los cocos grampositivos en racimos forman parte
de la flora normal de la mayoría de las localizaciones de
interés para cultivo de vigilancia epidemiológica. No es ne-
cesario ningún tipo de preparación ni pretratamiento pre-
vio a la inoculación de los medios de cultivo. La muestra se
sembrará de forma cualitativa para obtener colonias ais-
ladas. Se deben emplear medios selectivos y, preferible-
mente diferenciales, a los que se identifique SARM fácil y
rápidamente. De entre las múltiples posibilidades existen-
tes, los medios más empleados son el de agar manitol-sal
(medio de Chapman) y los de agar cromogénico5. Los me-
dios cromogénicos tienen la ventaja de una identificación
presuntiva más rápida 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 �g/ml) o de cefoxitina (desde 4 a 8 �g/ml) como
agentes selectivos para las cepas resistentes a meticili-

na. Las placas inoculadas deben incubarse en estufa a
35-37 °C.

Criterios para la interpretación de resultados
Se realizará una primera lectura a las 24 h del cultivo; si

en las placas no se detecta aislamiento de microorganis-
mos, se prolongará la incubación hasta las 48 h, y se vol-
verán a leer las placas en ese momento.

Si se ha empleado agar manitol-sal, se realizará la lec-
tura a las 24 y 48 h. Cualquier organismo manitol positi-
vo (color amarillo) será sospechoso de ser S. aureus. Se
realizará 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 �g/ml de oxacilina)
que se leerá 24 h después. El crecimiento en agar MRSA
nos indicará que el microorganismo es resistente a meti-
cilina. Éste en agar sangre se someterá a identificación
definitiva realizando tinción de Gram, catalasa y coagula-
sa (en tubo o aglutinación). En caso de resultar un coco
grampositivo, catalasa y coagulasa positivo con creci-
miento en agar MRSA, el microorganismo se identificará
como SARM y se podrá realizar sensibilidad antimicro-
biana y los estudios que se crean oportunos (tipificación
molecular, etc.).

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

Con independencia de estos métodos fenotípicos, la con-
firmación de la resistencia a meticilina en S. aureus se
puede realizar detectando el gen mecA por reacción en ca-
dena de la polimerasa (PCR) convencional o en tiempo real
(método que en la actualidad se considera de referencia)6,7

o mediante la aglutinación con látex para detectar la pre-
sencia de PBP2a8.

Información 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 informará: “Se aísla S. aureus
sensible a meticilina”. Si se aísla un microorganismo ma-
nitol positivo, coco en racimo, catalasa y coagulasa positi-
vo con crecimiento en agar MRSA, se informará: “Se aísla
S. aureus resistente a meticilina”. Si a las 48 h no hay co-
lonias compatibles con S. aureus se informará: “No se aís-
la S. aureus”.

Cuando se ha empleado agar cromogénico selectivo, si se
aísla un microorganismo con la coloración característica
definida por el fabricante para S. aureus, se informará:
“Se aísla S. aureus resistente a meticilina”. Si a las 48 h no
hay colonias con la coloración característica definida por el
fabricante para S. aureus resistente a meticilina, se infor-
mará: “No se aísla S. aureus”.
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Técnicas rápidas de diagnóstico
En la última década se han empezado a describir méto-

dos rápidos, con resultados disponibles en horas, emplean-
do PCR a tiempo real para detectar SARM directamente
en muestras clínicas6,7. 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
aproximación 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 detección, la técnica
puede ser positiva tanto en ese caso como si existiera ver-
daderamente SARM. Por este motivo, algunos estudios se
basan en la detección del casete cromosómico SCCmecA,
con una sensibilidad del 98% y una especificidad de prác-
ticamente del 100%. Probablemente, en cuanto a vigilan-
cia epidemiológica, éste sea el futuro en la detección rápi-
da de SARM en cultivos de vigilancia.

Enterococcus resistente a glucopéptidos
El género Enterococcus está integrado por más de 20 es-

pecies, de las que E. faecalis es la que se ha venido aislan-
do con mayor frecuencia en muestras clínicas (80-90%), se-
guida de E. faecium (5-10%)9.

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-
na10. Los fenotipos más 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 transposón Tn1546 o en elementos rela-
cionados. Tn1546 suele localizarse en plásmidos, lo que
facilita su diseminación. El gen vanB se localiza habitual-
mente en el transposón compuesto Tn1547 o en el trans-
posón conjugativo Tn5382. Este último se suele insertar
cerca del gen pbp5 (que confiere resistencia a penicilina),
lo que ayuda a explicar la transferencia simultánea de re-
sistencia a vancomicina y ampicilina en cepas de E. fae-
cium10.

Algunas especies, como E. gallinarum y E. casseliflavus
presentan resistencia intrínseca de bajo nivel a vancomi-
cina, mediada por el gen vanC, pero carecen de la impor-
tancia epidemiológica 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 más frecuentes esos dos
genotipos. En nuestro país, donde por el momento los ERG
son poco frecuentes, las cepas más habituales han sido E.
faecium vanA. Se ha prestado particular atención en los
últimos años a los E. faecium vanA incluidos en el deno-
minado complejo clonal 17, que además de resistencia a
glucopéptidos presentan resistencia a ampicilina y a fluo-
roquinolonas, varios determinantes de patogenicidad, y
están bien adaptados al entorno hospitalario.

Consideraciones clínicas
Los enterococos forman parte de la flora gastrointestinal

normal del ser humano. E. faecalis se aísla en altas con-
centraciones en el colon de más 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,
área perineal, tracto hepatobiliar y tracto respiratorio su-
perior. Otros reservorios en pacientes hospitalizados in-
cluyen la piel, las heridas abiertas y las úlceras de de-
cúbito.

Estos microorganismos poseen la capacidad de sobrevi-
vir largos períodos 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 vía más importante de transmisión nosocomial de
ERG es el contacto directo o indirecto a través de las ma-
nos contaminadas del personal sanitario. Otras vías 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 transmisión aumenta4.

Los enterococos son considerados agentes de importan-
cia en la infección nosocomial, fundamentalmente en pa-
cientes críticos, quirúrgicos o de áreas especiales como
quemados, hematooncológicos y trasplantados. Son causa
importante de infecciones urinarias, bacteriemias, infec-
ciones de herida quirúrgica, quemaduras, úlceras de pie
diabético y úlceras de decúbito9.

Recogida, transporte conservación
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 más habituales
para el cultivo de vigilancia epidemiológica 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-
minación ambiental se analizarán muestras procedentes
de las superficies próximas al paciente y del instrumental
médico en contacto con él9.

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

Las muestras para vigilancia epidemiológica de ERG se
inocularán directamente en los medios de cultivo, ya que
no requieren la realización de medidas previas de pretra-
tamiento. La inoculación de los medios de cultivo sólidos
debe realizarse por agotamiento con el fin de obtener colo-
nias aisladas.

Los medios más frecuentemente utilizados son medios
selectivos y diferenciales que permiten la rápida detec-
ción de ERG a partir de muestras muy contaminadas11.
Estos medios contienen vancomicina (como agente se-
lectivo, habitualmente en concentración 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 marrón. Este fenómeno se traduce en un oscureci-
miento del medio que rodea a las colonias crecidas en me-
dio sólido y un oscurecimiento completo del caldo si se tra-
ta de medios líquidos. Además, contienen sales biliares
para inhibir el crecimiento de otras bacterias grampositi-
vas y azida sódica para inhibir el crecimiento de bacterias
gramnegativas. Existen comercializados diferentes tipos
de medios, líquidos y sólidos, que se pueden utilizar en el
cribado de ERG. Incluso existen medios cromogénicos que
permiten la detección 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 interpretación de resultados
La aparición de pequeñas colonias translúcidas acompa-

ñadas de una pigmentación negra o marrón del medio an-
tes descrito nos hará sospechar la presencia de ERG. Si se
ha empleado caldo de cultivo se observará un oscureci-
miento del medio. Si se utiliza otro medio de cultivo se
buscarán colonias con las características que especifique el
fabricante.

Las colonias sospechosas se someterán a tinción de
Gram y catalasa. Si se trata de cocos grampositivos y ca-
talasa negativo, serán subcultivadas a placa de agar san-
gre y placa de cribado de resistencia a vancomicina (agar
BHI suplementada con 6 �g/ml de vancomicina) según re-
comendaciones del CLSI.

A partir del crecimiento en agar sangre se realizarán los
estudios oportunos para su identificación en cuanto a es-
pecie y estudios de sensibilidad. La identificación se lleva-
rá a cabo mediante la utilización de pruebas clásicas
(PYR, LAP, movilidad, pigmentación, fermentación de
azúcares) o utilizando galerías comerciales, sistemas au-
tomatizados de identificación o técnicas de microbiología
molecular.

Información de resultados
Si el cultivo es positivo para ERG se informará como “se

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

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

Técnicas rápidas de diagnóstico
En los últimos años se han desarrollado técnicas de PCR

en tiempo real que permiten detectar la presencia de los
genes vanA y vanB directamente de muestras clínicas12,13.
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, además de
una mayor rapidez en la obtención de los resultados y la
posibilidad añadida de detectar ERG tanto de la muestra
directa o como del crecimiento en cultivo convencional14.

Enterobacterias productoras de BLEE
Uno de los grupos de betalactamasas15 con mayor tras-

cendencia clínica es el de las BLEE, codificadas por plás-
midos. Estas enzimas se inhiben por inhibidores de beta-
lactamasas de serina (como ácido clavulánico, tazobactan
y sulbactam) e hidrolizan in vitro todos los betalactámicos
de uso clínico, salvo los carbapenemes y las cefamicinas16.

La primera BLEE se describió 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.
Más 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.17.

Aunque las BLEE son en su gran mayoría sensibles al
ácido clavulánico, se han descrito variantes que siendo
capaces de hidrolizar oxyimino-betalactámicos no se inhi-
ben por los inhibidores de serina habituales.

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

Consideraciones clínicas
Hasta hace pocos años la mayoría de las infecciones por

enterobacterias productoras de BLEE estaban causadas
por Klebsiella pneumoniae o por Escherichia coli, y se pro-
ducían en pacientes hospitalizados o en centros de enfer-
mos crónicos. Sin embargo, en los últimos años 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 están 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
España18,19 en el año 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 clínica no estaban hospitalizados.

El principal mecanismo de transmisión 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, están 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
transmisión que han involucrado a los objetos que rodean
a los pacientes o a productos utilizados en la higiene de los
mismos, pero la contribución real de estas fuentes en el de-
sarrollo del brote es difícil de determinar. Los pacientes
con mayor riesgo de desarrollar colonización o infección
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 períodos prolongados17. Varios estudios han rela-
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cionado el uso de cefalosporinas de amplio espectro, fluo-
roquinolonas, cotrimoxazol y aminoglucósidos con la ad-
quisición de infección por cepas productoras de BLEE20.

Recogida, transporte, conservación
y procesamiento de la muestra

Muchos pacientes sufren una colonización asintomática
por enterobacterias productoras de BLEE. Como el prin-
cipal reservorio es el aparato digestivo, las muestras de
elección son un frotis rectal o las heces21.

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 colonización. También deben tomar-
se muestras ambientales. Una vez que la situación se hace
endémica, el control es mucho más 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
conservación 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 óptimo en la recuperación de enterobacterias pro-
ductoras de BLEE a partir de frotis rectales y heces,
siendo los más habituales los que están suplementados
con cefotaxima o ceftacidima. También se ha comercializa-
do recientemente un medio cromogénico (ESBL-Bx)22 que
permite una identificación 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 concentración demasiado alta (4 mg/l)
podría determinar una menor sensibilidad en la detec-
ción. 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-
rán a 35 °C en aerobiosis, con lecturas a las 24 y 48 h de
la siembra.

Criterios para la interpretación de resultados
Aunque los medios selectivos están diseñados para ga-

rantizar una alta sensibilidad en la detección de cepas con
BLEE, el criterio de selección resulta poco específico. Por
tanto, deben seleccionarse las colonias con morfología de
enterobacteria y proceder a su identificación como especie.
El CLSI ha estandarizado métodos de cribado y de confir-
mación fenotípica de producción de BLEE en E. coli, Kleb-
siella spp. y P. mirabilis23. La caracterización de la pre-
sencia de BLEE en otras enterobacterias (o incluso en
bacterias gramnegativas no fermentadoras) es mucho más
compleja y no se desarrollará en este documento. En cual-
quier caso, la detección de BLEE en otras especies sin
AmpC cromosómica, como S. enterica, podría estar basada
en los criterios que se exponen a continuación, mientras
que en aquellos que sí 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 más ácido
clavulánico.

Para E. coli, K. pneumoniae y P. mirabilis, el CLSI ha
propuesto sendos métodos de cribado para la detección de
BLEE mediante la realización de un antibiograma por el
método de disco difusión o mediante el método de dilu-
ción23. En este último caso se indica el uso de ceftacidima,
aztreonan, cefotaxima o ceftriaxona a una concentración
de 1 �g/ml. Puesto que las placas con medio selectivo de
alguna forma remedan esta última situación, 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-
mación de la producción de BLEE.

Para llevar a cabo esta confirmación, el CLSI también
propone dos opciones basadas en los métodos de disco di-
fusión y de microdilución, respectivamente. Para la confir-
mación de la producción de BLEE mediante disco difusión,
se recomienda la utilización de discos de cefotaxima
(30 �g) o ceftacidima (30 �g) con y sin ácido clavulánico
(10 �g). La prueba se realiza en agar Mueller-Hinton con
un inóculo de 0,5 McFarland y un tiempo de incubación
de 16-18 h. Una diferencia de a partir de 5 mm en el diá-
metro del halo de cualquiera de las cefalosporinas y el co-
rrespondiente halo del disco con ácido clavulánico confirma
la producción de BLEE. La confirmación mediante mi-
crodilución en caldo se basa en el uso de ceftacidima
(0,25-128 �g/ml) y cefotaxima (0,25-64 �g/ml) con y sin una
concentración fija de ácido clavulánico (4 �g/ml). Se consi-
dera que la prueba es positiva cuando la CMI de una o de
las dos cefalosporinas disminuye 3 o más diluciones en pre-
sencia de ácido clavulánico. Igual que en el método de dis-
co difusión, es necesario utilizar las dos cefalosporinas.

La prueba de confirmación fenotípica puede ocasionar
falsos positivos en cepas de K. pneumoniae y de E. coli que
hiperproducen SHV-124 y que han sufrido una pérdida de
porinas y en cepas de Klebsiella oxytoca que hiperprodu-
cen la betalactamasa cromosómica 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 última posibilidad. Se han descrito fal-
sos negativos en cepas de K. pneumoniae que producen,
además de BLEE, una betalactamasa plasmídica de tipo
AmpC, por la incapacidad del ácido clavulánico para inhi-
bir esta última enzima.

La detección de BLEE se puede determinar también con
otras metodologías (método de difusión del doble disco,
método de difusión con discos comparando los resultados
en agar Mueller-Hinton y en agar Mueller-Hinton suple-
mentado con ácido clavulánico, y prueba tridimensional
entre otros), incluyendo sistemas comerciales, como tiras
de Etest (cuyo principal inconveniente es el elevado coste).
Varios sistemas automatizados de antibiograma25 como
Vitek (BioMerieux), MicroScan (Dade Behring) y BD
Phoenix (Becton Dickinson Biosciences) disponen en sus
paneles/tarjetas comerciales de pocillos específicamente
diseñados para el reconocimiento de enterobacterias pro-
ductoras de BLEE. En general, se obtienen buenos resul-
tados con estos sistemas, que, además, suelen disponer de
un sistema experto que alerta de la presencia de este me-
canismo de resistencia.

Información de los resultados
Si el cultivo es positivo para E. coli, Klebsiella spp. o

P. mirabilis y se confirma la producción de BLEE, se in-
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formará como “se aísla [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-
ducción de BLEE se informará como “no se aísla E. coli,
Klebsiella spp. o P. mirabilis productores de BLEE”. La
identificación de alguna otra enterobacteria en la que sin
género de duda se haya demostrado la presencia de BLEE
se informará de igual forma “se aísla [nombre de especie]
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 número de

especies/genospecies de las que la de mayor importancia
clínica es A. baumannii. La compleja taxonomía de estos
microorganismos dificulta bastante su identificación pre-
cisa en cuanto a especie, lo que suele requerir el uso de
métodos moleculares26. Con gran frecuencia las cepas
de A. baumannii nosocomiales son resistentes a betalac-
támicos (incluyendo los carbapenems en bastantes oca-
siones), fluoroquinolonas, aminoglucósidos, tetraciclinas y
cotrimoxazol. Algunas cepas sólo son sensibles a las poli-
mixinas, pero incluso se han descrito ya aislados resisten-
tes también a estos compuestos.

La resistencia a betalactámicos en A. baumannii se re-
laciona con la producción de diferentes betalactamasas
(AmpC, oxacilinasas, metalo-betalactamasas), con altera-
ciones de la permeabilidad y con la expresión de PBP de
baja afinidad27. La producción de enzimas modificadoras
de aminoglucósidos y de mecanismos de expulsión activa
se relaciona con la resistencia a aminoglucósidos. En el
caso de la resistencia a las fluoroquinolonas se han des-
crito mutaciones cromosómicas que conducen a alteracio-
nes de las topoisomerasas de clase II (ADN-girasa y topoi-
somerasa IV) y mecanismos de expulsión activa. Muchas
cepas albergan integrones de clase 1 que contienen los ge-
nes que codifican oxacilinasas, metaloenzimas y enzimas
modificadoras de aminoglucósidos.

Los porcentajes de sensibilidad a distintos antimicrobia-
nos en 211 aislados de A. baumannii obtenidos en un es-
tudio multicéntrico español (25 centros) del año 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 mayoría de los centros, tras una primera fase de
epidemia que no llega a controlarse se produce una situa-
ción de endemicidad. Los estudios de epidemiología mo-
lecular indican que incluso en esta última situación sólo
persisten uno o dos clones mayoritarios, aunque también
se han descrito situaciones en las que en un mismo centro
coexisten múltiples clones29.

Consideraciones clínicas
Como A. baumannii puede sobrevivir en el medio am-

biente durante largos períodos, la contaminación am-
biental es importante porque permite la transmisión del
patógeno al paciente directamente o a través de las ma-

nos del personal sanitario, que suele estar colonizado sólo
de forma transitoria. Además, los pacientes colonizados o
infectados son un importante reservorio del microorga-
nismo30.

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

A. baumannii es típicamente un patógeno nosocomial.
Aunque se han descrito brotes en unidades médicas y qui-
rúrgicas, la mayoría han tenido lugar en unidades de cui-
dados intensivos (UCI). Los factores de riesgo relacionados
con su adquisición incluyen una estancia hospitalaria pro-
longada, empleo de maniobras invasoras, inmunosupre-
sión, 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 expansión de A. baumannii multirresis-
tente al medio extrahospitalario haya sido muy impor-
tante29,31.

Recogida, transporte conservación
y procesamiento de la muestra

Las muestras de vigilancia en pacientes más frecuen-
temente evaluadas incluyen esputo y exudado de traqueo-
tomía, heridas, axila/ingle y frotis rectal. En un estudio
español sobre detección de A. baumannii en distintas
muestras de vigilancia en pacientes de UCI, se identificó el
microorganismo en el 75% de las muestras axilares o fa-
ríngeas y en el 77% de los frotis rectales; la combinación de
muestras axilar-faríngea y axilar-rectal permitió la identi-
ficación en el 90% de los pacientes, cifra que alcanzó el 96%
para la combinación de la muestra faríngea-rectal. Las
muestras ambientales que hay que considerar pueden ser
muy diversas. Se ha descrito contaminación por A. bau-
mannii en componentes de los equipos de respiración asis-
tida, líquidos diversos, medicaciones multidosis, ropa de
cama, transductores de presión no desechables, etc.

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

Las muestras procedentes de pacientes se procesarán si-
guiendo las pautas habituales. Las muestras ambientales
tomadas con torunda en medio líquido se cultivarán en
un medio sólido para identificación de colonias, mante-
niendo la punta de la torunda en el tubo con un medio lí-
quido para asegurar el crecimiento de pequeñas cantida-
des de inóculo.

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 detección 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 está suplementado con
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vancomicina (10 mg/l), cefsulodina (15 mg/l) y cefradina
(50 mg/l) para el aislamiento selectivo de Acinetobacter en
muestras clínicas o ambientales. Como una gran mayoría
de cepas son resistentes a gentamicina, muchos protocolos
aconsejan también el uso de agar MacConkey suplemen-
tado con gentamicina en una concentración de 8 �g/ml.
Podría aprovecharse el uso de placas de agar MacConkey
suplementado con cefotaxima/ceftazidima empleadas en la
vigilancia de otros patógenos (como se ha explicado con an-
terioridad). Las muestras ambientales pueden procesarse
en infusión cerebro corazón (BHI), y el subcultivo puede
realizarse en el mismo tipo de medio sólido empleado para
las muestras clínicas descritas previamente. Como en
otros casos, los medios de cultivo se incubarán en aerobio-
sis a 35 °C durante 48 h.

Criterios para la interpretación de resultados
Se realizará una lectura de los cultivos a las 24 y a las

48 h de su inoculación. La identificación presuntiva de las
colonias de A. baumannii se basará en la morfología de
las colonias. El microorganismo es productor de catalasa
pero no de oxidasa. La identificación como especie, como se
ha dicho, es compleja y mediante el uso de galerías o de
paneles comerciales no se garantiza completamente. Por
esta razón, en muchos laboratorios la identificación
bioquímica se completa sólo con un tubo de tres azúcares
hierro (TSI) (A. baumannii es no fermentador y crece visi-
blemente en la superficie de la lengüeta del medio) y a lo
sumo de movilidad (A. baumannii es inmóvil). Si se em-
plean los referidos métodos bioquímicos comerciales y el
método en cuestión señala la identificación de A. bauman-
nii, es recomendable casi siempre hacer referencia en la
identificación al “complejo A. baumannii” antes que la es-
pecie A. baumannii propiamente dicha. La identificación
de especie definitiva se realiza por métodos moleculares,
habitualmente en centros de referencia.

Información de resultados
La identificación de Acinetobacter sp. (o A. baumannii si

se ha realizado una identificación precisa) multirresisten-
te se informará como “se aísla Acinetobacter sp. multirre-
sistente”. Si tras 48 h de incubación no se aísla el micro-
organismo, se informará “No se aísla Acinetobacter sp.”. Si
la cepa aislada no fuera multirresistente se informará “No
se aísla Acinetobacter sp. multirresistente”.

Pseudomonas aeruginosa productora
de metalo-betalactamasa

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

En un estudio multicéntrico español con 1.014 cepas
procedentes de 136 hospitales32 se comprobó 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 intrínseca de P. aeruginosa depende de la
baja permeabilidad de su membrana externa y de varios
sistemas de expulsión activa33. Casi la totalidad de los ais-
lamientos clínicos de P. aeruginosa expresan la betalacta-
masa AmpC, cuya desrepresión puede ser parcial o total.
La práctica totalidad de cepas clínicas poseen también
OXA-50, aunque su contribución a la resistencia parece
irrelevante. Algunas cepas producen, además, otras beta-
lactamasas adquiridas, de las que son particularmente
importantes las metalo-betalactamassas (MBL), carbape-
nemasas que se inhiben por EDTA, pero no por ácido cla-
vulánico34. 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 disminución
drástica en la penetración de carbapenems, lo que junto
con la expresión de AmpC y de sistemas de expulsión
activa acaba determinando también la aparición de resis-
tencia clínica a estos compuestos. El sistema de expul-
sión MexAB-OprM se expresa de forma basal y su activi-
dad afecta a meropenem, pero no a imipenem. Como la
desrepresión de AmpC es más frecuente que la hiperex-
presión de MexAB-OprM, en cepas clínicas la frecuencia
de resistencia a imipenem es mayor que la de resistencia
a meropenem. La resistencia a aminoglucósidos se debe a
la producción de enzimas modificadoras y al sistema de
expulsión activa MexXY-OprM. La resistencia a quinolo-
nas en P. aeruginosa depende de la existencia de las ya
citadas bombas de expulsión y de alteraciones en las to-
poisomerasas. Aunque la detección de resistencia a car-
bapenems en P. aeruginosa no es difícil empleando los
métodos estandarizados habituales en el laboratorio clí-
nico, sí es complejo precisar cuál es el mecanismo subya-
cente. La caracterización de estos mecanismos tiene im-
portantes implicaciones epidemiológicas, y es deseable
aclarar si obedecen a mutaciones cromosómicas o a la
producción de carbapenemasas, en especial de MBL, cu-
yos correspondiente genes suelen estar codificadas por
integrones (de clase 1 y en ocasiones de clase 3) y por
transposones.

Las MBL no hidrolizan los monobactams, por lo que la
combinación de resistencia a carbapenem y sensibilidad a
aztreonam sugiere la presencia de estas enzimas35. 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 detección fenotípica de MBL en
P. aeruginosa (y por analogía en otros microorganismos),
basados en la inhibición del enzima por EDTA o por otro
tipo de inhibidores (fenantrolina, derivados del ácido mer-
captoacético, del ácido mercaptopropiónico). No se dispone
de un método estandarizado para la detección de MBL, y
además los métodos fenotípicos indicados no son comple-
tamente sensibles ni específicos, por lo que la confirmación
definitiva de la presencia de la enzima depende, por el mo-
mento, de métodos moleculares36.
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Consideraciones clínicas
Aunque P. aeruginosa no suele formar parte de la flora

normal, en ocasiones existe colonización en el tracto gas-
trointestinal y en otras zonas, como faringe, axila y periné.
Puede producirse contaminación 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 distribución 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 transmisión cruzada.

P. aeruginosa posee múltiples factores de virulencia,
pero más allá de su producción, la patogenia de las infec-
ciones por este agente se relaciona estrechamente con la
situación del huésped, y resultan importantes la rotura
de la barrea cutáneo-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-
ción, el uso de dispositivos invasores, la hospitalización
prolongada y la exposición previa a antimicrobianos, en
particular (y como para tantas otras bacterias gramnegati-
vas) betalactámicos y quinolonas37,38.

P. aeruginosa puede producir una amplísima variedad
de infecciones, como bacteriemia, neumonía asociada a
ventilación mecánica, infecciones respiratorias en pacien-
tes con fibrosis quística y neumonía 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 conservación de la muestra
Los cultivos de vigilancia epidemiológica para P. aerugi-

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

P. aeruginosa sobrevive en la mayoría de ambientes y
temperaturas propias del entorno clínico 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 diseñado medios con
agentes selectivos (como cetrimida) para favorecer el cre-
cimiento de P. aeruginosa a partir de muestras clínicas
con flora mixta y muestras ambientales.

La gran mayoría de las cepas clínicas de P. aeruginosa
son resistentes a las concentraciones de cefotaxima que
habitualmente se emplean en los medios selectivos de vi-
gilancia epidemiológica diseñados para el aislamiento de
otros microorganismos multirresistentes, por lo que su uso
garantizaría el crecimiento de P. aeruginosa con indepen-
dencia de si el aislado es multirresistente. La adición de
ceftacidima, aminoglucósidos, o carbapenems a agar Mac-
Conkey u otro medio equivalente favorecerá específica-
mente la selección de cepas con más resistencia.

Para el cultivo de muestras ambientales y de equipos
médicos pueden seguirse las recomendaciones señaladas
para A. baumannii, con las particularidades que acaban

de indicarse. Los medios de cultivo deben incubarse en
aerobiosis a 35 °C durante 48 h.

Criterios para la interpretación 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 específicos) se realiza-
rá a las 24 y a las 48 h. P. aeruginosa se identifica fácil-
mente en función del aspecto de la colonia, la pigmenta-
ción y algunas pruebas bioquímicas sencillas: producción
de oxidasa, oxidación de la glucosa pero no fermentación
de la misma, presencia de arginina-dehidrolasa y cre-
cimiento a 42 °C. Los sistemas comerciales de identifi-
cación habitualmente empleados en el laboratorio son
también bastante fiables para la identificación del micro-
organismo, excepto en el caso de cepas mucoides.

La confirmación de la resistencia a los diferentes anti-
microbianos (y de la multirresistencia, por tanto) se hará
en función de los resultados del antibiograma. La identifi-
cación de cepas que presuntamente producen MBL se ba-
sará en los resultados de pruebas fenotípicas35. En ausen-
cia de un método estandarizado para llevar a cabo esta
detección se han empleado múltiples 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 relación a los métodos de difusión, se han em-
pleado el método de doble disco con EDTA e imipenem o
ceftacidima, o con ácido mercaptopropiónico e imipenem o
ceftacidima, comprobando que el quelante es capaz de au-
mentar el diámetro del halo del betalactámico. En otros
casos, empleando una aproximación similar a la que reco-
mienda el CLSI para la detección de BLEE, se han usado
discos que incorporan simultáneamente EDTA y un car-
bapenem o ceftacidima, comparando el diámetro del halo
de inhibición con el del correspondiente disco sin EDTA.
También se ha usado un extracto del microorganismo ob-
tenido por sonicación con el que se impregnan discos de
carbapenem o ceftacidima con y sin EDTA, comparando
luego los correspondientes halos de inhibición.

Otro método alternativo basado en la microdilución se
basa en la comparación de la CMI de carbapenem solo y en
combinación con dos inhibidores, EDTA (0,4 mM) y 1,10 fe-
nantrolina (0,04 mM). Por analogía con el ensayo de detec-
ción de BLEE, la disminución de la CMI de carbapenem en
combinación con los quelantes de al menos 8 veces sugiere
la presencia de MBL. Con el mismo fundamento metodoló-
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 último método es el precio de las tiras.

Estos métodos no son completamente sensibles ni es-
pecíficos y en ciertos casos tienen difícil interpretación,
con frecuencia subjetiva. Por esta razón se han puesto a
punto métodos de detección molecular de MBL tipo IMP y
VIM (en principio sería extensible a otros grupos de MBL)
mediante PCR36. Además, como las MBL suelen estar in-
cluidas en integrones, también se ha demostrado la pre-
sencia de un gen que codifica MBL empleando cebadores
específicos para los integrones de clase 1 en combinación
con cebadores específicos para MBL.

Cano ME et al. Cultivos de vigilancia epidemiológica de bacterias resistentes a los antimicrobianos de interés nosocomial

228 Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(4):220-9



Información de resultados
En función de la metodología empleada, el informe de

resultados cuando se haya identificado P. aeruginosa será:
“Se aísla Pseudomonas aeruginosa [multirresistente/pro-
ductoras de metalo-betalactamasa]”. Si tras 48 h de incu-
bación no se aísla el microorganismo se informará “No se
aísla Pseudomonas aeruginosa”.

Bibliografía
1. Rodríguez-Baño J, Pascual A. Microorganismos multirresistentes, ¿adquisi-

ción nosocomial o comunitaria? Enferm Infecc Microbiol Clin. 2004;22:505-6.
2. Cuevas O, Cercenado E, Vindel A, Guinea J, Sánchez-Conde M, Sánchez-So-

molinos M, et al. Evolution of the antimicrobial resistance of Staphylococ-
cus spp. in Spain: five nationwide prevalence studies, 1986 to 2002. Antimi-
crob Agents Chemother. 2004;48:4240-5.

3. Domínguez-Luzón MA, Rodríguez-Baño J. Infecciones por estafilococos. En:
Auxina Ruiz V, Moreno Guillén S, editores. Tratado SEIMC de Enfermeda-
des Infecciosas y Microbiología Clínica. Madrid: Editorial Médica Panameri-
cana; 2006. p. 263-82.

4. Muto CA, Jernigan JA, Ostrowsky BE, Richet HM, Jarvis WR, Boyce JM,
et al. SHEA Guideline for Preventing Nosocomial Transmission of Multi-
drug-Resistant Strains of Staphylococcus aureus and Enterococcus. Infect
.Control Hosp Epidemiol 2003;24:362-86.

5. Perry JD, Davies A, Butterworth LA, Hopley AL, Nicholson A, Gould FK.
Development and evaluation of a chromogenic agar medium for methici-
llin-resistant Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol. 2004;42:4519-23.

6. Huletsky A, Giroux R, Rossbach V, Gagnon M, Vaillancourt M, Bernier M, et
al. New real-time PCR assay for rapid detection of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus directly from specimens containing a mixture of
staphylococci. J Clin Microbiol. 2004;42:1875-84.

7. Warren DK, Liao RS, Merz LR, Eveland M, Dunne M Jr. Detection of met-
hicillin-resistant Staphylococcus aureus directly from nasal swab speci-
mens by a real-time PCR assay. J Clin Microbiol. 2004;42:5578-81.

8. Cavassini M, Wenger A, Jaton K, Blanc DS, Bille J. Evaluation of MRSA-
Screen, a simple anti-PBP 2a slide latex agglutination kit, for rapid detec-
tion of methicillin resistance in Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol.
1999;37:1591-4.

9. Cetinkaya Y, Falk P, Mayhall GC. Vancomycin-resistant enterococci. Clin
Microbiol Rev. 2000;13:686-707.

10. Francia MV. Enterococcus resistentes a glucopéptidos en Europa: un pro-
blema hospitalario creciente. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2005;23:457-9.

11. Landman D, Quale JM, Oydna E, Willey B, Ditore V, Zaman M, et al. Com-
parison of five selective media for identifying fecal carriage of vancomycin-
resistant enterococci. J Clin Microbiol. 1996;34:751-2.

12. Palladino S, Kay ID, Flexman JP, Boehm I, Costa AM, Lambert EJ, et al.
Rapid detection of vanA and vanB genes directly from clinical specimens
and enrichment broths by real-time multiplex PCR assay. J Clin Microbiol.
2003;41:2483-6.

13. Paule SM, Trick WE, Tenover FC, Lankford M, Cunningham S, Stosor V, et
al. Comparison of PCR assay to culture for surveillance detection of van-
comycin-resistant enterococci. J Clin Microbiol. 2003;41:4805-7.

14. Sloan LM, Uhl JR, Vetter EA, Schleck CD, Harmsen WS, Manahan J, et al.
Comparison of the Roche LightCycler vanA/vanB detection assay and cul-
ture for detection of vancomycin-resistant enterococci from perianal swabs.
J Clin Microbiol. 2004;42:2636-43.

15. Ambler RP, Coulson AF, Frere J, Ghuysen JM, Joris B, Fosrman M, et al.
A standard numbering scheme for the class A beta-lactamases. Biochem J.
1991;276:269-70.

16. Bush K, Jacoby GA, Medeiros AA. A functional classification scheme for
�-lactamases and its correlation with molecular structure. Antimicrob.
Agents Chemother. 1995;39:1211-33.

17. Paterson DL, Bonomo RA. Extended-spectrum �-lactamases: a Clinical up-
date. Clin Microbiol Rev. 2005;18:657-86.

18. Hernández-Bello JR, Pascual A, Cantón R, Martínez-Martínez L y Grupo
de Estudio de Infección Hospitalaria (GEIH). E. coli y K. pneumoniae pro-
ductoras de beta-lactamasas de espectro extendido en hospitales españoles
(Proyecto GEIH-BLEE 2000). Enf Infecc Microbiol Clin. 2003;21:77-82.

19. Hernández JR, Martínez-Martínez L, Cantón R, Coque TM, Pascual A, Spa-
nish Group for Nosocomial Infections (GEIH). Nationwide study of Escheri-

chia coli and Klebsiella pneumoniae producing extended-spectrum beta-lac-
tamases in Spain. Antimicrob Agents Chemother. 2005;49:2122-5.

20. Rodríguez-Baño J, Navarro MD, Romero L, Martínez-Martínez L, Muniaín
MA, Perea EJ, et al. Epidemiology and clinical features of infections caused
by Extended-Spectrum Beta-lactamase-producing E. coli in nonhospitalized
patiens. J Clin Microbiol. 2004;42:1084-94.

21. Valverde A, Coque TM, Sánchez-Moreno MP, Rollán A, Baquero F, Can-
tón R. Dramatic increase in prevalence of fecal carriage of extended spec-
trum �-lactamase producing Enterobacteriaceae during nonoutbreak situa-
tions in Spain. J Clin Microbiol. 2004;42:4769-75.

22. Glupczynski Y, Berhin C, Bauraing C, Bogaerts P. Evaluation of a new se-
lective chromogenic agar medium for detection of extended-spectrum
beta-lactamase-producing enterobacteriaceae. J Clin Microbiol. 2007;45:
501-5.

23. National Committee for Clinical Laboratory Standards. 2006. Performance
standards for antimicrobial susceptibility testing; 16th informational sup-
plement (M100-S16). National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards, Wayne. Pa.

24. Rice LB, Carias LL, Hujer AM, Bonafede M, Hutton R, Hoyen C, et al.
High-level expression of chromosomally encode SHV-1 beta-lactamase and
an outer membrane protein change confer resistance to ceftazidime and pi-
peracillin-tazobactam in a clinical isolate of Klebsiella pneumoniae. Antimi-
crob Agents Chemother. 2000;44:362-7.

25. Leverstein-van Hall MA, Fluit AC, Paauw A, Box AT, Brisse S, Verhoef J.
Evaluation of the Etest ESBL and the BD Phoenix, Vitek 1 and Vitek 2 au-
tomated instruments for detection of extended spectrum beta-lactamases in
multiresistant Escherichia coli and Klebsiella spp. J Clin Microbiol. 2002;
40:3703-11.

26. Bergogne-Bérézin E, Towner KJ. Acinetobacter spp. as nosocomial patho-
gens: microbiological, clinical, and epidemiological features. Clin Microb
Rev. 1996;9:148-65.

27. Fernández-Cuenca F, Martínez-Martínez L, Conejo MC, Ayala JA, Perea
EJ, Pascual A. Relationship between beta-lactamase production, outer mem-
brane protein and penicillin-binding protein profiles on the activity of car-
bapenems against clinical isolates of Acinetobacter baumannii. J Antimicrob
Chemother. 2003;51:565-74.

28. Fernández-Cuenca F, Pascual A, Ribera A, Vila J, Bou G, Cisneros JM, et al.
Clonal diversity and antimicrobial susceptibility of Acinetobacter baumannii
isolated in Spain. A nationwide multicenter study: GEIH-Ab project (2000).
Enferm Infecc Microbiol Clin. 2004;22:267-71.

29. Rodríguez-Baño J, Cisneros JM, Fernández-Cuenca F, Ribera A, Vila J, Pas-
cual A, et al. Clinical features and epidemiology of Acinetobacter baumannii
colonization and infection in Spanish hospitals. Infect Control Hosp Epide-
miol. 2004;25:819-24.

30. Villegas MV, Hartstein AI. Acinetobacter outbreaks 1977-2000. Infect Con-
trol Hosp Epidemiol. 2003;24:284-96.

31. Cisneros JM, Rodríguez-Baño J, Fernández-Cuenca F, Ribera A, Vila J, Pas-
cual A, et al. Risk-factors for the acquisition of imipenem-resistant Acineto-
bacter baumannii in Spain: a nationwide study. Clin Microbiol Infect. 2005;
11:874-9.

32. Bouza E, García-Garrote F, Cercenado E, Marín M, Díaz MS, Sánchez Ro-
mero I, et al. Pseudomonas aeruginosa: a multicenter study in 136 hospi-
tals in Spain. Rev Esp Quimioter. 2003;16:41-52.

33. Livermore DM. Of Pseudomonas, porins, pumps and carbapenems. J Anti-
microb Chemother. 2001;47:247-50.

34. Prats G, Miró E, Mirelis B, Poirel L, Bellais S, Nordmann P. First isolation
of a carbapenem-hydrolyzing �-lactamase in Pseudomonas aeruginosa in
Spain. Antimicrob Agents Chemother. 2002;46:932-3.

35. Franklin C, Liolios L, Peleg AY. Phenotypic detection of carbapenem-sus-
ceptible metallo-�-lactamase-producing gram-negative bacilli in the clinical
laboratory. J Clin Microbiol. 2006;44:3139-44.

36. Mendes RE, Kiyota KA, Monteiro J, Castanheira M, Andrade SS, Gales AC,
et al. Rapid Detection and Identification of Metallo-�-Lactamase-Encoding
Genes by Multiplex Real-Time PCR Assay and Melt Curve Analysis. J Clin
Microbiol. 2007;45:544-47.

37. Carmeli Y, Torillet N, Elliopoulos GM, Samore MH. Emergence of antibio-
tic-resistant Pseudomonas aeruginosa: comparison of risks associated with
different antipseudomonal agents. Antimicrob Agents Chemother. 1999;43:
1379-82.

38. Defez C, Fabbro-Peray P, Bouziges N, Gouby A, Mahamat A, Daurès JP, et
al. Risk factors for multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa nosocomial
infection. J Hosp Infect. 2004;57:209-16.

Cano ME et al. Cultivos de vigilancia epidemiológica de bacterias resistentes a los antimicrobianos de interés nosocomial

Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26(4):220-9 229


	Cultivos de vigilancia epidemiológica de bacterias resistentes a los antimicrobianos de interés nosocomial
	Introducción
	Muestras para cultivos de vigilancia: consideraciones generales
	Resistente a meticilina (sarm)
	Consideraciones clínicas
	Recogida, transporte, conservación y procesamiento de la muestra
	Criterios para la interpretación de resultados
	Información sobre los resultados
	Técnicas rápidas de diagnóstico

	Resistente a glucopéptidos
	Consideraciones clínicas
	Recogida, transporte conservación y procesamiento de la muestra
	Criterios para la interpretación de resultados
	Información de resultados
	Técnicas rápidas de diagnóstico

	Enterobacterias productoras de blee
	Consideraciones clínicas
	Recogida, transporte, conservación y procesamiento de la muestra
	Criterios para la interpretación de resultados
	Información de los resultados

	Multirresistente
	Consideraciones clínicas
	Recogida, transporte conservación y procesamiento de la muestra
	Criterios para la interpretación de resultados
	Información de resultados

	Productora de metalo-betalactamasa
	Consideraciones clínicas
	Recogida, transporte y conservación de la muestra
	Criterios para la interpretación de resultados
	Información de resultados

	Bibliografía


