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RESUMEN

Los bacilos gramnegativos no fermentadores (BGNNF) de mayor relevancia clinica en los hospitales son
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Stenotrophomonas maltophilia, entre otros. Con frecuen-
cia se trata de microorganismos capaces de causar diversos tipos de infeccion en pacientes hospitalizados y,
sobre todo los dos primeros, de originar brotes clonales extensos y situaciones complejas en las que cepas
esporadicas coexisten con cepas epidémicas. Algunas caracteristicas comunes a todos ellos son su resisten-
cia intrinseca a multiples antibiéticos, su capacidad para desarrollar mas resistencias y la posibilidad de
existencia de reservorios ambientales. El laboratorio de microbiologia tiene un papel fundamental en la
deteccion de posibles brotes causados por estos microorganismos, en la identificacion de cepas con meca-
nismos de resistencia determinados y en la caracterizacion de la epidemiologia local, mediante la deteccion
de portadores y/o de reservorios ambientales, cuando proceda, la adecuada identificacion de los aislados, el
estudio fenotipico y/o la caracterizacion genotipica del mecanismo de resistencia, si procede, y, finalmente,
mediante la utilizacion de las distintas técnicas de tipificacién molecular de los aislados de BGNNF que se
revisan en este articulo. Estas actividades se deben encuadrar dentro de los programas de vigilancia y con-
trol de patégenos resistentes en los hospitales y de los grupos multidisciplinares de control de la infeccién.
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The microbiology laboratory’s contribution to the surveillance and control
of outbreaks caused by nonfermentative Gram-negative bacilli

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Stenotrophomonas maltophilia are, among others, the
most important nonfermentative Gram-negative bacilli within hospitals. These organisms are able to cause
different types of nosocomial infections in predisposed patients, and P. aeruginosa and A. baumannii in
particular may cause extensive clonal outbreaks and complex situations in which sporadic isolates may
coexist with some epidemic strains. Some common features are their intrinsic resistance to many
antimicrobials, their capacity to further develop antimicrobial resistance, and the possibility of
environmental reservoirs as sources of these microorganisms in healthcare centers. The microbiology
laboratory plays a key role in the detection of potential outbreaks, in the identification of new resistance
mechanisms and in the characterization of local epidemiology, by detecting colonized patients and/or
environmental reservoirs if needed, appropriately identifying the isolates, phenotypically or genotypically
characterizing their mechanisms of resistance, if appropriate, and finally by using different molecular
techniques for clonal typing, which are reviewed in this article. Such activities must be performed in the
context of the surveillance and control programs of specific institutions and as part of the daily work of
multidisciplinary infection control teams.
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Introduccion

Los bacilos gramnegativos no fermentadores (BGNNF) con mayor
relevancia clinica son Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter bau-
mannii, Stenotrophomonas maltophilia y otros, como Burkholderia ce-
pacia y Achromobacter xylosoxidans'-. Estos microorganismos son
patégenos oportunistas que afectan principalmente a pacientes con
enfermedades de base significativas. Entre las caracteristicas comu-
nes mdas importantes destacan su gran versatilidad nutricional, que
les permite adaptarse eficazmente al ambiente hospitalario, su capa-
cidad para diseminarse desde sus reservorios exégenos (p. ej., solu-
ciones acuosas y superficies inertes) y/o endégenos (principalmente
mucosas respiratoria e intestinal de los enfermos), y persistir en el
ambiente hospitalario, su resistencia intrinseca a multiples antimi-
crobianos y su facilidad para adquirir resistencia a los antimicrobia-
nos usados con fines terapéuticos*’. Todas estas caracteristicas expli-
can, en gran medida, la capacidad que estos patégenos tienen para
producir brotes nosocomiales, asi como la dificultad para poder con-
trolar dichos brotes y para tratar las infecciones producidas por cepas
multi o panresistentes®89,

Entre los BGNNF, el que tradicionalmente ha tenido mayor prota-
gonismo como patégeno nosocomial es P. aeruginosa. En datos del
sistema de vigilancia de infeccién nosocomial de Estados Unidos
(NHSN), P. aeruginosa causé entre 2006 y 2007 el 7,9% de los episo-
dios de infeccién comunicados, siendo el cuarto en frecuencia tras
Staphylococcus coagulasa negativa, Staphylococcus aureus y Escheri-
chia coli™. Su protagonismo es particularmente relevante como cau-
sante de infeccién nosocomial en unidades de pacientes criticos. Asi,
fue el patégeno mas comun en las infecciones nosocomiales de las
unidades de cuidados intensivos espafiolas en 2009, en general, y en
las neumonias, en particular. En la bibliografia se han descrito mul-
titud de brotes nosocomiales causados por este microorganismo, con
frecuencia asociados a reservorios ambientales hiimedos, aunque la
transmisién cruzada también juega un importante papel. En los Glti-
mos afios se describen con frecuencia creciente brotes causados por
cepas “extremadamente resistentes”, productoras en muchos casos
de carbapenemasas'?®, La deteccion de este mecanismo de resisten-
cia puede ser compleja, asi como la deteccion de la existencia de un
brote, ya que son habituales las situaciones mixtas en las que cepas
esporadicas coexisten con cepas epidémicas, precisindose de la tipi-
ficacién molecular para su reconocimiento. El control de estos paté-
genos tiene un extraordinario interés, dado que es un patégeno viru-
lento presente en los hospitales.

El segundo de estos patégenos en importancia es A. baumannii,
que causa problemas en los hospitales espafioles desde hace afios™.
Se trata probablemente del patégeno humano conocido con mayor
capacidad para generar resistencias. A. baumannii causa desde bro-
tes circunscritos asociados con un reservorio ambiental especifico a
complejas situaciones de endemia o seudoendemia en los que la
existencia de reservorios multiples (pacientes colonizados, superfi-
cies secas, reservorios himedos) hace muy complejo el control, que
precisa de programas globales que incluyen numerosas medidas'.
Finalmente, S. maltophilia raramente causa verdaderos brotes clo-

Tabla 1

nales, aunque éstos han sido bien descritos. En la mayoria de los
casos las cepas de este patdgeno aisladas en un hospital son clonal-
mente diversas y provienen de distintos origenes ambientales?S. Se
trata de un patégeno oportunista cuya incidencia se asocia fuerte-
mente al consumo de antimicrobianos de amplio espectro en las
unidades’®.

La contribucién del laboratorio de microbiologia al estudio de
brotes nosocomiales causados por BGNNF se centra, fundamental-
mente, en actividades que son compartidas con otros servicios o uni-
dades, como integrante de la comisién de infecciones y politica de
antibidticos del hospital, y del equipo de control de infeccién noso-
comial, y en actividades especificas del laboratorio de microbiologia,
que son las que se analizardn mas detenidamente en este trabajo (ta-
bla 1).

Papel del laboratorio de microbiologia en la vigilancia y control
general de los patogenos resistentes

El laboratorio de microbiologia ejerce un papel de centinela en los
programas de vigilancia y control de infeccién nosocomial, y en par-
ticular de los programas especificos referidos a los microorganismos
resistentes o de especial interés'*, La informacién del laboratorio
sobre los microorganismos incluidos en estos programas en cada
centro debe suministrarse con rapidez al personal del equipo multi-
disciplinar de control de infeccién nosocomial encargado de realizar
la recogida de datos epidemioldgicos, decidir acerca de la necesidad
de medidas especificas (precauciones de contacto, limpiezas, etc.) y,
en su caso, aconsejar un tratamiento y manejo clinico concretos. En
nuestro centro, en cuanto se finaliza la identificacién y sensibilidad a
los antimicrobianos que se realiza diariamente, se informa por escri-
to al personal de enfermeria y a los clinicos del equipo de control de
infeccién nosocomial sobre el microorganismo y su fenotipo de resis-
tencia, asi como los datos de filiacion del paciente.

Adicionalmente se recomienda mantener reuniones periédicas
(al menos una a la semana) para discutir aspectos de mutuo interés,
como la evolucién de brotes, las posibilidades de desarrollar estu-
dios de portadores o ambientales, la conveniencia de realizar técni-
cas de tipificacién molecular en determinadas situaciones, etc. Es
importante establecer un protocolo de actuacién para los fines de
semana y festivos, en los que se especifiquen las areas de responsa-
bilidad y los mecanismos para poner en marcha las medidas de
control de infeccién nosocomial, especialmente en los centros en
los que no se posea personal del equipo de control de infecciones
de guardia.

Ademas de su funcién de centinela en la vigilancia de la infeccién
nosocomial, el laboratorio de microbiologia tiene que suministrar
informacién periddica a la comisién de infecciones y al equipo de
control de infeccién nosocomial sobre las tasas de aislamiento de los
principales patégenos nosocomiales asi como de los porcentajes de
resistencia a los principales antimicrobianos de uso clinico. Es ftil
proporcionar los datos de manera estratificada, diferenciando los ais-
lamientos “nosocomiales” y “comunitarios” (dado que no es posible
conocer esta circunstancia en todos los casos, se pueden clasificar

Actividades comunes del laboratorio de microbiologia para el control de los bacilos gramnegativos no fermentadores en el hospital

Rutina (diaria)

Sospecha de brote

Detecci6n de cepas sometidas a vigilancia rutinaria; habitualmente, aquellas con
patron de sensibilidad no habitual o multirresistentes

Deteccién de cepas con patrén sugestivo de metalo-B-lactamasa

Deteccién de posible agrupacién temporoespacial de casos (por frecuencia,
antibiotipo, etc.)

Comunicacion de cualquier sospecha al resto del equipo de control de infecciones

Conservar los aislados potencialmente implicados

Valorar, conjuntamente con el resto del equipo de control, la realizacién de cultivos de

cribado en pacientes, muestras ambientales y, raramente, sanitarios

Localmente o en centro de referencia: caracterizacion de mecanismos de resistencia

especificos y estudios de relacién clonal
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como presuntamente nosocomiales los obtenidos de pacientes in-
gresados, y como presuntamente comunitarios, los obtenidos de
centros de atencién primaria, consultas externas o urgencias), y los
de las unidades de criticos del resto del centro. Estos informes se
deberian realizar con una periodicidad anual o, en centros de gran
tamarfio, al menos 2 veces al afio. Estos informes permitiran a la co-
mision de infecciones y politica de antimicrobianos establecer proto-
colos de tratamiento empirico adecuados en funcién de la epidemio-
logia local de las resistencias.

Cuando el equipo de control de infeccién nosocomial detecte un
brote debe actuar con rapidez para establecer su importancia clinica,
los posibles reservorios y mecanismos de transmision involucrados,
e instaurar las medidas de control pertinentes. El laboratorio de mi-
crobiologia debe participar activamente en esta actividad y dar todo
el apoyo necesario durante todo el proceso.

Actividades especificas en caso de brote (o sospecha) causado
por bacilos gramnegativos no fermentadores

Las actividades especificas del laboratorio de microbiologia en el
estudio de brotes nosocomiales causados por BGNNF se centran,
principalmente, en los siguientes aspectos: identificacién bacteriana
a nivel de especie, determinacion de la sensibilidad a antimicrobia-
nos, deteccién de mecanismos de resistencia antimicrobiana y tipifi-
cacién de los aislados™®-!,

La correcta identificacion bacteriana de especie es necesaria por-
que tanto los mecanismos de resistencia como el comportamiento
epidemiolégico de los BGNNF dependen no sélo de la especie bacte-
riana, sino también de las caracteristicas de la cepa o del clon bacte-
riano. El laboratorio de microbiologia dispone de las herramientas
necesarias para poder realizar una identificacion adecuada para al-
gunos BGNNF, mientras que para otros BGNNF es necesario utilizar
métodos moleculares.

Los BGNNF poseen, en grado variable, resistencia natural o intrin-
seca de tipo cromosémica a mdltiples antimicrobianos de la misma o
diferente familia. Esta resistencia se debe a la baja permeabilidad de
la membrana externa, mediada por porinas y bombas de expulsién
activa, y a la produccién de enzimas, como las B-lactamasas de tipo
AmpC que hidrolizan o inactivan algunos B-lactamicos?#192°, Sin duda,
la deteccion de mecanismos de resistencia adquirida constituye
una de las actividades mas interesantes que se realizan en el labora-
torio de microbiologia. Muchos de los mecanismos de resistencias en
BGNNF se transmiten con relativa facilidad y rapidez entre cepas de
una misma especie, asi como entre especies bacterianas diferentes.
Esta transmision se debe a que los genes o determinantes genéticos
que codifican para estos mecanismos de resistencia estan localizados
en elementos genéticos méviles como plasmidos, transposones, inte-
grones y secuencias de insercion.

La determinacidn de la sensibilidad a los antimicrobianos por par-
te del laboratorio de microbiologia tiene una gran relevancia desde el
punto de vista del tratamiento terapéutico, y permite inferir o prede-
cir qué fenotipos o mecanismos de resistencia subyacen en una de-
terminada cepa bacteriana?. Como se vera posteriormente, depen-
diendo de la especie de BGNNF, pueden haber ciertos problemas
metodolégicos para determinar la sensibilidad antimicrobiana y de
interpretacién de los resultados de sensibilidad.

Tanto la identificacién a nivel de especie como el fenotipo de re-
sistencia obtenido en el antibiograma pueden tener relativa utilidad
como marcadores epidemiolégicos para establecer la relacién clonal
entre las cepas implicadas en un brote, aunque esto no es lo mas
frecuente. A veces, la aparicion de un fenotipo de (multi)resistencia
que aparece o se detecta por primera vez en el laboratorio constituye
un indicio o sospecha para pensar en la posibilidad de estar ante el
inicio o el comienzo de un brote.

Como ocurre con otros patégenos nosocomiales, los métodos mo-
leculares de genotipado tienen mayor poder de discriminacién que

los métodos fenotipicos?. La electroforesis en campo pulsado (ECP)
constituye el método de referencia de genotipado de los BGNNF?2-4,
Esta técnica tiene utilidad sobre todo en el estudio de brotes nosoco-
miales (estudios epidemioldgicos locales), pero también en los estu-
dios epidemioldgicos globales, en los que interesa conocer otros as-
pectos adicionales como la estructura poblacional. Como es conocido,
las principales limitaciones de la ECP son su elevado coste econdmi-
co, la necesidad de personal con conocimientos y entrenamiento en
técnicas moleculares, el tiempo que se tarda en obtener resultados
(4-7 dias dependiendo del namero de cepas) y el andlisis de los re-
sultados (se puede requerir un software especifico para analizar los
patrones de bandas de ADN o pulsotipos).

Hay otros métodos moleculares de genotipado que se pueden uti-
lizar como alternativa o complemento a la ECP y que se fundamentan
en la amplificacién de acidos nucleicos mediante PCR?223, Estos mé-
todos son especialmente Gtiles cuando se quiere obtener informa-
cion rapida y fiable sobre los posibles focos o reservorio/s de un bro-
te nosocomial, las vias de transmisién y la eficacia de las medidas
preventivas puestas en marcha para controlar el brote. Estas técnicas
se diferencian de la ECP en que son mas rapidas (24-48 h), no se re-
quiere material o metodologia especifica (la gran mayoria de los la-
boratorios disponen de un termociclador y de los reactivos necesa-
rios para realizar una PCR y detectar los productos de la PCR) y mayor
facilidad para interpretar los patrones de bandas de ADN (menor ni-
mero de bandas de ADN y con mayor resolucién entre bandas). Ade-
mas, suelen tener un poder de discriminacién similar o ligeramente
inferior al de la ECP. Los métodos de PCR mds usados para realizar la
tipificacién de BGNNF se basan en la amplificacién al azar de regio-
nes cromosémicas (AP-PCR y RAPD-PCR). Esta metodologia suele
presentar problemas con la reproducibilidad, particularmente con la
intensidad de las bandas de ADN, lo que obliga a tener que determi-
nar en cada laboratorio las condiciones metodolégicas mas 6ptimas.
Otras técnicas de PCR muy utilizadas para tipificar cepas de BGNNF
se basan en la amplificacion de las regiones separadoras que hay en-
tre determinados elementos genéticos maviles repetidos que se en-
cuentran dispersos por el cromosoma bacteriano. Los elementos re-
petitivos con mayor utilidad para este propdsito son los elementos o
secuencias repetitivas palindrémicas extragénicas (secuencias REP) y
las secuencias intergénicas de consenso repetitivas de enterobacte-
rias (secuencias ERIC). La PCR de estas dianas (REP-PCR y ERIC-PCR)
tiene practicamente las mismas ventajas que la AP-PCR y la
RAPD-PCR, aunque a diferencia de éstas presentan menos problemas
de reproducibilidad y estin ademas disponibles en formatos semiau-
tomatizados.

Los estudios epidemiolégicos globales (multicéntricos, multina-
cionales) persiguen otros objetivos mas complejos, como el conoci-
miento de la estructura poblacional del patégeno y la modificacién
de ésta en el tiempo y el espacio. Los métodos moleculares de tipifi-
cacién usados en este tipo de estudios incluyen la ECP, asi como otros
métodos, como el AFLP (amplified fragment lenght polymorphism) o el
MLST (multi locus sequencing typing), que son mucho mas caros y
complejos, pero tienen la ventaja de la facilidad para manejar e inter-
pretar los resultados de tipificacién y de permitir establecer relacio-
nes clonales en situaciones espaciotemporales mas amplias.

Respecto a los cultivos bacteriolégicos realizados en la vigilancia
ambiental o en portadores entre el personal sanitario, no se deben
realizar de manera rutinaria sino exclusivamente cuando haya sos-
pecha o evidencia de que pueden estar involucrados en la transmi-
si6on de un patégeno nosocomial. La mayoria de estos estudios son
laboriosos, no estan estandarizados y son dificiles de interpretar. Las
muestras mas rentables en los estudios ambientales son las superfi-
cies inertes (instrumental y equipos médicos) y las soluciones desin-
fectantes, entre otras. Para el estudio de la transmisién cruzada en un
brote son muy rentables los cultivos de la piel de las manos del per-
sonal y los cultivos de superficies hiimedas del enfermo (axilas, rec-
to, faringe, etc.).
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Figura 1. Perfiles de bandas de ADN obtenidos mediante ECP (A)
y REP-PCR (B) en cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa

La identificacién de la especie de las cepas de P. aeruginosa usando
los sistemas fenotipicos y bioquimicos convencionales (p. ej., API 20 NE)
o los sistemas semiautomatizados de identificacion bacteriana (p. ej.,
Wider, MicroScan, Vitek, etc.) es relativamente sencilla y no suele
plantear problemas, excepto cuando las cepas son muy mucosas o
cuando crecen muy lentamente.

Las aminopenicilinas, amoxicilina mas acido clavulanico, las cefa-
losporinas de primera, segunda y algunas de tercera generacién (ce-
fotaxima) no necesitan ser probadas en el laboratorio, debido a que
las cepas de P. aeruginosa son intrinsecamente resistentes a estos
B-lactamicos?#1°2, En las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de-
ben incluirse las penicilinas con actividad frente a Pseudomonas (pi-
peracilina sola o asociada a tazobactam), ceftazidima y cefepime,
carbapenems, aztreonam, aminoglucésidos (sobre todo tobramicina
y amikacina), fluoroquinolonas y colistina.

La adquisicién de las B-lactamasas de espectro ampliado (BLEE)
en P, aeruginosa es relativamente infrecuente, sin llegar a constituir
de momento un problema importante en Espafia, por lo que no es
necesaria su deteccién rutinaria o sistematica en el laboratorio. Ade-
mas, las pruebas fenotipicas de deteccion de BLEE no estan consen-
suadas o estandarizadas en P. aeruginosa.

Estas enzimas son, ademads, diferentes a las descritas en entero-
bacterias (no derivan de las de tipo TEM, ni SHV ni CTX).

La pérdida de OprD es quizas el mecanismo de resistencia a car-
bapenems mas prevalente o frecuente en P. aeruginosa, aunque tiene
mucha menor relevancia clinica, terapéutica y epidemiolégica que
otros mecanismos de resistencia a carbapenems, como es la adquisi-
ciéon de carbapenemasas de clase B o metalo-B-lactamasas (MBL),
particularmente las de tipo VIM e IMP®, La importancia de las MBL
reside en que: a) hidrolizan con mucha eficacia todos los B-lactamicos,
incluido carbapenems, excepto el aztreonam; b) se inhiben en pre-

sencia de agentes quelantes de cationes divalentes, como el EDTA y
algunos compuestos derivados de tiol, mientras que los inhibidores
clasicos, como el acido clavuldnico y el tazobactam, no afectan la ac-
tividad enzimatica; c) los genes que codifican estas enzimas pueden
movilizarse, sobre todo en integrones, asociados a otros genes de re-
sistencia a antimicrobianos (enzimas modificadoras de aminoglucé6-
sidos) y antisépticos (derivados de amonio cuaternario).

Como regla general, siempre hay que confirmar o comprobar los
resultados de resistencia a carbapenems usando métodos alternati-
vos o complementarios basados en la difusién en agar, como los dis-
cos de antibidticos o las tiras de E-test, debido a los potenciales pro-
blemas clinicoepidemiol6gicos que pueden generarse y a que se han
descrito problemas relacionados con la inactivacién de los carbape-
nems (falsos positivos) o con la preparacién de suspensiones bacte-
rianas con cepas mucosas?.

La deteccién fenotipica de resistencia a carbapenems mediada
por MBL suele realizarse con discos o tiras que contienen EDTA,
Cuando se utiliza esta metodologia hay que ser muy precavidos por-
que el EDTA tiene actividad intrinseca sobre algunas cepas de P. aeru-
ginosa y puede conducir errbneamente a la interpretaciéon de resul-
tados falsos positivos en cuanto a la produccién de MBL. Por ello, es
muy importante que los resultados fenotipicos positivos se confir-
men con métodos moleculares, como los basados en la PCR (p. ej.,
formato multiplex) o la secuenciacién de acidos nucleicos.

Como se ha comentado anteriormente, la ECP es el método de re-
ferencia para determinar la relaciéon clonal entre cepas de P. aeruginosa
en el contexto de un brote nosocomial?’. De los métodos de tipificacion
molecular basados en la PCR los mds usados son la AP-PCR y la
REP-PCR (fig. 1)¥%. Estos métodos, ademas de rapidos, econémicos y
discriminativos, generan patrones de bandas que son de facil interpre-
tacion. Como principal limitacién cabe destacar la necesidad de opti-
mizar estos métodos en cada laboratorio puesto que puede haber pro-
blemas de reproducibilidad, sobre todo con la AP-PCR.
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Acinetobacter baumannii

La identificacién de A. baumannii es mucho mas compleja que la
de P. aeruginosa. De las especies de Acinetobacter 1a de mayor impor-
tancia clinica y epidemiolégica es A. baumannii®®. La diferenciacién
fenotipica de A. baumannii de otras genoespecies pertenecientes al
complejo A. baumannii-A. calcoaceticus complex resulta practica-
mente imposible con los métodos fenotipicos convencionales de
identificacion bacteriana. Para poder diferenciar las genoespecies de
este complejo se requiere el uso de métodos moleculares de identifi-
cacién bacteriana, como el ARDRA (amplified rDNA restriction
analysis )** o la secuenciacién del rRNA-165%,

En términos de resistencia natural, las cepas de A. baumannii pue-
den presentar un patrén de resistencias similar o superior al obser-
vado en cepas de P. aeruginosa. Respecto a la resistencia adquirida,
hay mecanismos comunes a los de P. aeruginosa (hiperproduccién de
AmpC, adquisicién de carbapenemasas de tipo MBL, sobreexpresién
de bombas, pérdida de porinas, etc.)>2,

La resistencia a carbapenems es también un problema relevante
desde el punto de vista clinico y epidemiolégico. Los mecanismos im-
plicados no estan tan bien caracterizados como en P. aeruginosa, y se
han relacionado principalmente con la produccién de oxacilina-
sas®13203637 Estas enzimas poseen una discreta actividad carbapene-
masa que puede incrementarse por la presencia de promotores fuertes
presentes en secuencias de insercién de tipo ISAba. Hasta el momento,
la deteccién de estas carbapenemasas no puede realizarse por méto-
dos fenotipicos fiables y se requiere la utilizacién de métodos molecu-
lares basados en la PCR muiltiple y la secuenciacién.

Aunque se han descrito otros mecanismos de resistencia a carba-
penems en A. baumannii (pérdida de porinas, sobreexpresiéon de
bombas de expulsion activa y alteraciones en proteinas fijadoras de
penicilina)?, atin se desconoce su contribucién especifica en la resis-
tencia a carbapenems y su relevancia clinica.

Los problemas metodol6gicos mas importantes para determinar
la sensibilidad antimicrobiana en A. baumannii son la elevada tasa de
errores mayores que se producen con la difusién con discos en com-
paracién con los métodos de microdilucion en caldo y el crecimiento
en forma de cola de cometa cuando se usa la microdilucién®. En el
caso concreto de los carbapenems se han descrito otros problemas
adicionales, como la deteccién fenotipica de cepas productoras de
carbapenemasas del tipo MBL*# o la deteccion de cepas con fenoti-
po de resistencia heterogénea a carbapenems*.

La deteccion de MBL con métodos fenotipicos, particularmente
los basados en el efecto inhibitorio del EDTA, no es fiable y no se re-
comienda debido a los problemas que esta técnica tiene por la acti-
vidad intrinseca del EDTA y por la interaccion del EDTA con las car-
bapenemasas de tipo oxacilinasa*4!. Por lo tanto, la deteccién de
MBL sélo deberia realizarse con métodos moleculares rapidos, como
la PCR miiltiple, similares a los descritos en P. aeruginosa.

El fenotipo de resistencia heterogénea a carbapenems es relativa-
mente frecuente en Espaiia y s6lo puede ponerse de manifiesto uti-
lizando métodos de difusion en agar y discos o tiras de E-test carga-
dos con carbapenems?*. Este fenotipo se detecta por la visualizacién
de colonias que crecen en el interior de los halos de inhibicién.

Como sucede con otros BGNNF, el ECP es el método de referencia
para tipificar o diferenciar clones de A. baumannii****, Con la AP-PCR
hay menos experiencia que con P. aeruginosa y plantea los mismos
problemas de reproducibilidad. La REP-PCR es posiblemente el méto-
do de genotipado mas rapido con utilidad en estudios epidemioldgicos
moleculares en los que esta implicado A. baumannii. Los patrones de
bandas de ADN son también relativamente faciles de interpretar
(fig. 2)*. La automatizacién posiblemente facilite este tipo de estudios,
sobre todo cuando estd implicado un nimero importante de cepas, a
costa de incrementar el coste econdmico de la prueba®.

Independientemente del método usado para tipificar A. bauman-
nii, en la mayoria de los brotes se ha implicado un escaso nimero de

Figura 2. Perfiles de bandas de ADN obtenidos mediante ECP (A) y REP-PCR (B) en
cepas clinicas de Acinetobacter baumannii.

cepas (clones europeos I, Il y II) con comportamiento epidémico,
aunque se han descrito brotes policlonales en los que coexisten cepas
epidémicas y cepas esporadicas-°,

Stenotrophomonas maltophilia y otros bacilos gramnegativos
no fermentadores

La identificacién de este patégeno con los métodos fenotipicos
convencionales no suele plantear problemas. De hecho, el patrén de
resistencia a carbapenems y sensibilidad a cotrimoxazol es relativa-
mente caracteristico y especifico de esta especie bacteriana, por lo
que suele usarse para su identificacién preliminar.

La resistencia intrinseca es muy superior a la de P. aeruginosa y A.
baumannii, aunque los mecanismos generales de resistencia son muy
similares a los de P. aeruginosa y A. baumannii’>°%', Las cepas de S.
maltophilia, a diferencia de las cepas de P. aeruginosa y A. baumannii,
son resistentes a los aminoglucésidos por la presencia de una enzima
modificadora de aminoglucésidos que se expresa de forma constitu-
tiva. Ademas, S. maltophilia posee 2 B-lactamasas inducibles, 1 carba-
penemasa de tipo MBL, y 1 cefalosporinasa de clase A, tipo TEM.

Los principales problemas relacionados con los métodos de deter-
minacién de la sensibilidad antimicrobiana son: a) la baja reproduci-
bilidad de los métodos de difusion con discos; b) el fenémeno de la
resistencia mediada por temperatura (la sensibilidad a los aminoglu-
césidos, las quinolonas y la colistina se reduce cuando la prueba se
realiza a 30 °C), y ¢) la presencia de cationes divalentes también afec-
ta la sensibilidad a los B-lactamicos, generando valores de CMI mas
elevados?'5253, Se recomienda determinar la sensibilidad a piperacili-
na/tazobactam, ceftazidima y levofloxacino, dado que algunas cepas
pueden presentar sensibilidad a estos antimicrobianos®>33,

Respecto a los estudios de brotes nosocomiales, los métodos de
genotipado mas rentables son muy similares a los usados con P. aeru-
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Figura 3. Perfiles de bandas de ADN obtenidos mediante ECP en cepas clinicas de
Stenotrophomonas maltophilia.

ginosa y A. baumannii**>’. La RAPD-PCR y la REP-PCR son alternativas
Gtiles y practicas a la ECP (fig. 3), con las mismas ventajas y limita-
ciones que las descritas para otros BGNNF.

Otros BGNNF asociados o implicados en brotes nosocomiales son
B. cepacia, Pseudomonas putida, A. xyloxosidans, Alcaligenes faecalis,
especies todas ellas ambientales que sirven como reservorios de ge-
nes de resistencia antimicrobiana y que tienen la capacidad para pro-
ducir brotes nosocomiales3258-6', La identificacion fenotipica de estas
especies, particularmente las del complejo B. cepacia, puede ser com-
pleja®. Respecto a los métodos de tipificacion molecular, lo dicho
anteriormente para S. maltophilia es aplicable a estos BGNNF.
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