Infeccion Nosocomial

Bacterias Multirresistentes

Luis Saenz Mateos
R4 Analisis Clinicos




Infeccidon nosocomial

» La infeccidon nosocomial es en la actualidad
uno de los principales problemas sanitarios,
teniendo particular importancia las infecciones
causadas por bacterias multirresistentes.

» Aquellas que son resistentes a dos o mas
grupos de antimicrobianos empleados en el
tratamiento de las infecciones.

» Dicha resistencia tiene que tener relevancia
clinica
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Principales microorganismos nosocomiales

» 1. Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM)

» 2. Enterococcus spp. resistente a los glucopéptidos

» 3. Enterobacterias productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE)

» 4. Acinetobacter baumannii multirresistente

» 5. Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenemas




Staphylococcus aureus




Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina (SARM)

» Cepa cuya CMI de oxacilina es =4 mg/L o la de
meticilina es =16 mg/L.

» La resistencia es cromosOmica y se debe a la
transcripcion del gen mecA que genera una
nueva proteina fijadora de penicilina (PBP)
denominada PBP2a con muy baja afinidad por los
antibioticos beta-lactamicos actualmente
disponibles para uso clinico.

» El gen mecA es transportado por un elemento
genético movil denominado cassette
cromosomico mec (SCCmec).




Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina (SARM)

» Los primeros aislamientos de SARM se
comunicaron en 1961.

» En las ultimas dos décadas su prevalencia ha
aumentado de forma importante en todos los
paises, convirtiendose en uno de los patogenos
nosocomiales de mayor trascendencia.

»Se debe a su resistencia a multiples
antimicrobianos (no solo a beta-lactamicos), lo
que hace dificil el tratamiento de las infecciones
que produce.




Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina (SARM)

» Causa brotes epidémicos, comportandose como un
microorganismo endémico en ocasiones.

» Supone un aumento de morbimortalidad y coste
hospitalario.

» Cada vez mas frecuente, la aparicion de
infecciones extrahopitalarias en pacientes
ingresados en centros de cronicos, residencias,
etc.

» Epidemioldogicamente son similares, pero existen
diferencias microbioldégicas y «clinicas a las
nosocomiales.




Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina (SARM)

» Importancia de la colonizacion en la transmision
desde los reservorios.

Contacto directo Factores individuales
Objetos contaminados Factores microbianos
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Colonizacion Transmision de colonizacion

Alteracion de piel y mucosas
Inmunodeficiencia
¢ Procedimientos invasivos

‘ Infeccion ‘




Las infecciones por SARM

» Bacteriemia primaria, la relacionada
con catéter, o secundaria.

» Infeccion quirurgica.

» Neumonia, especialmente la asociada a
ventilacion mecanica.

» Otras infecciones:

> Infeccion de piel y tejidos blandos.
- Osteomielitis.

- Endocarditis.




Las infecciones por SARM

Mayor Gravedad
y Comorbilidad




Papel del Laboratorio Microbiologia

» ldentificacion de SARM en las muestras clinicas.

» Deteccidon de SARM en las muestras de
vigilancia epidemioldgica.

Sera un
Coco
SARM?




Tipo de muestras

Exudado nasal: es la mas adecuada si se elige una unica
muestra para los cultivos de vigilancia.

Exudado faringeo - toma de muestra incomoda para el
paciente.

Exudado de piel de la zona perineal-perirrectal: tiene una alta
sensibilidad, pero no se aconseja como muestra unica.

Con una mayor sensibilidad esta la triple muestra de exudados
nasal, faringeo y perirrectal o perineal.

Muestras respiratorias: en pacientes con ventilacion mecanica
o traqueostomia.

Exudados de ulceras o heridas: en pacientes con solucion de
continuidad en la piel.

Urocultivo: en pacientes con sonda vesical.




Medios de Cultivos

» Medios selectivos y principalmente diferenciales

}

Oxacilina (desde 0,5 a 6 mg/L)

Cefoxitina (desde 4 a 8 mg/L)

» Agar manitol-sal (medio de Chapman)

» Medios cromogénicos

.o identificacion presuntiva mas rapida de SARM



Interpretacion

» Incubacion a 35-37 °C.

» Primera lectura a las 24 horas
> No crecimiento—>48 horas

» Agar manitol
> Organismo manitol positivo (color amarillo)->S. aureus.
> Subcultivo colonia sospechosa en medio de agar sangre
vy en agar MRSA (24 horas).
> Crecimiento~> Gram (coco gram positivo), catalasa

(positiva) y coagulasa (positiva) '

SARM= Sensibilidad a antimicrobianos




Interpretacion Manitol




Interpretacion

» Agar cromogénico selectivo

> Microorganismo con una coloracion compatible con
SARM

> Subcultivo colonia SARM en medio de agar sangre.

\ ¢

SARM= Sensibilidad a antimicrobianos




Necesidad de confirmacion

» Aislamientos importantes (obtenidos de
hemocultivos, liquidos estériles etc)

» Sospecha de fallo terapeutico

» Cuando se aislan cepas con resistencias asociadas
a otros grupos de antibioticos.
- Método de disco-difusion con disco de cefoxitina (30
Mg).
> Pruebas rapidas:

- Detectar gen mecA por PCR convencional o en tiempo
real.

- Aglutinacion con latex para detectar la presencia de la
PBP2a.

iOjo, se requiere identificacion a

nivel de especie=> S.aureus!




Enterococcus spp.




Enterococcus spp.

» Mas de 20 especies.
» Los enterococos forman parte de la microbiota
intestinal normal del ser humano.

» Posee |la capacidad de sobrevivir largos periodos de
tiempo en condiciones desfavorables (suelo,
alimentos y agua).

» Ambiente Hospitalario
- Equipamiento médico

- Ambiente que rodea a colonizados

> Infectados o

_




Enterococcus spp.

» E. faecalis es aislado con mayor frecuencia en
muestras clinicas (80-90%).
> Tracto gastrointestinal
- Cavidad oral
> Vagina
> Area perineal
> Tracto hepatobiliar
o Tracto respiratorio superior
> Piel, heridas abiertas y ulceras de decubito

» E. faecium (5-20%).




ecalis E. faecium




Enterococcus spp. Resistencias

» Resistencia intrinseca a
- Betalactamicos
> Lincosamidas
> Aminoglucoésidos
> Quinolonas
- Cotrimoxazol

» También adquieren resistencia por intercambio
genético
> Plasmidos

> Transposones




Resistencia a Glucopeptidos

» Vancomicina y teicoplanina—> Fenotipos:

b VanA m— o il

) VanB = <o 11
» VanC

» VanD

» Vank

» VanG

» En Espana en general los ERG son poco
abituales




Infeccion Nosocomial Enterococcus

» Importancia creciente en la infeccion nosocomial:

» Pacientes criticos —
» Quirurgicos

» Areas especiales de quemados

» Hematooncologicos
» Trasplantados

Infecciones urinarias, bacteriemias, infecciones
de herida quirdrgica y de quemaduras, alceras

de pie diabético y ulceras de decubito.

Contacto directo o
indirecto:

Manos contaminadas
Equipamiento médico
Superficies rodean
paciente

Diarrea en colonizados



Papel del Laboratorio Microbiologia

» Identificaciéon de las cepas de ERG en las
muestras clinicas diarias.

» Deteccion de cepas ERG en las muestras de
vigilancia epidemioldgica. Serd un

Enterococo
ERG?
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http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Entercoccus_sp2_lores.jpg

Medios de Cultivos

» Medios selectivos y diferenciales

1

Vancomicina de 6 a 8 mg/L

Esculina esculetina+ citrato férrico>marron
Sales biliares y azida sdédica

» Medios cromogénicos

- No se dispone de informacion suficiente sobre su
empleo para el reconocimiento especifico de ERG.




Interpretacion

» Incubacion a 35-37 °C durante 48 horas
» Primera lectura a las 24 horas

» La aparicion de pequenas colonias translucidas
acompanadas de una pigmentacion negra o marron
a su alrededor hara sospechar de la presencia de
ERG.

» Caldo de cultivo> oscurecimiento del medio.




Interpretacion

» Colonias sospechosas translucidas con
pigmentacion negra o marron a su alrededor.
- Gram y catalasa—> cocos gram positivos catalasa negativos

y medio cribado de resistencia a vancomicina

Agar BHI suplementado con 6 mg/L vancomicina

ERG-> Sensibilidad a antimicrobianos




Pruebas rapidas

» PCR a tiempo real

(0]

Genes vanA y vanB directamente de muestras
clinicas.

o]

Mayor sensibilidad que con medios selectivos.

o

Mayor rapidez.

o

Detecta ERG de muestra directa y cultivo.




ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE)

Fesst | ey chavalr iQuieves ser una Superbacteria,,
Méfete un poco de esto en el genoma.

M siquiera la penciling podrs hacerle dafio,,




ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE)

» Mecanismo de resistencia mas frecuente a beta-
lactamicos en enterobacterias es la produccion de
beta-lactamasas.

» Uno de los que mas trascendencia clinica tienen es
el de las BLEE=> codificada por plasmidos.

» La primera BLEE se describido en Alemania en los
orimeros anos de la decada de 1980.

» Familias de las que provienen las BLEEs segun
secuencia aminoacidica>SHV, TEM, CTX-M, OXA,
PER, VEB, BES, GES, SFO, IBC, etc.

L ‘www.lahey.org/studies/webt.htm




ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE)

En los ultimos anos

Pacientes HGUCR
Centros pacientes
crénicos

K. pneumoniae

Infecciones de

\ Salmonella sp
origen
comunitario \ Enterobacter sp




ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE)

» Causas del las BLEE en la comunidad:

- Co-seleccion y el amplio uso de antimicrobianos
(incluyendo su uso en animales).

- La mayor eficacia de los elementos genéticos que
albergan los genes que codifican las BLEE para su
transmision entre diferentes microorganismos.

- La mayor utilizaciobn de los servicios sanitarios
hospitalarios por parte de la poblacién general.

- Aumento de portadores fecales BLEE-> incremento
colonizacion de otros individuos.




ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO
(BLEE)

» Mecanismo de transmision:

» Las manos del personal sanitario.
> Principal reservorio~> aparato digestivo

» Objetos que rodean a los pacientes.

» Productos utilizados en la higiene.




ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE
BETA-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

(BLEE)

» Pacientes de riesgo:
» Enfermedad de base grave.
» Estancias prolongadas en el hospital.

» Objetos medicos de soporte vital (sonda urinaria,
catéteres intravasculares, tubos endotraqueales).

» Tratamiento antimicrobiano prolongado.

Cefalosporinas de amplio espectro
Fluoroquinolonas

Cotrimoxazol

Aminoglucésidos



Papel del Laboratorio Microbiologia

» Identificacion de los microorganismos
productores de estas enzimas en muestras
diagndésticas y en las de portadores
asintomaticos.

» Investigar fuentes ambientales de infeccion en

brotes epidémicos.




Tipo de muestras

T

Frotis rectal.

Muestras de heces.

Muestras ambientales.



Medios de Cultivos

» Medios selectivos

MacConkey
Agar de Driglasky
Agar nutritivo con vancomicina y anfotericina B

cefotaxima o ceftazidima (0,5-4 mg/L)




Medios de Cultivos

» Medios cromogénicos

! 0

ESBL-Bx

v

Identificacion directa de:

Ecolf rosa a burdeos
- e S verde/azul a pardo/verdosa
Profeege _________ parda a marmon

Confirmacion BLEE

E ool CIP 103982 K prewmanye ATCCT 100603 E ook CIP W45E2 - K proeymaniae ATCC HO603
Ireutackin 24 fiofes Iroubacién 24 horas ot ATCC BAA-8%5
Incubackin 34 homs



Interpretacion

» Incubacion a 35°C aerobiosis durante 24-48 horas
» Primera lectura a las 24 horas.

» Medios selectivos>morfologia de enterobacteria.

» ESBL-BX \ 1

Identificacion a nivel de especie y ATB

(pruebas bioquimicas convencionales, galerias
comerciales o paneles de sistemas
semiautomatizados)



Interpretacion

» Antibiograma—->buscamos confirmar BLEE.
» 1. Disco difusion

» Agar Mueller-Hinton con discos de cefotaxima
(30 ug) o ceftazidima (30 ug) con y sin acido
clavulanico (10 ug).

2




Interpretacion

» 2. Microdilucidon en caldo:

- Ceftazidima (0,25-128mg/L) y cefotaxima (0,25-64mg/L)
con y sin acido clavulanico a un concentracion fija de 4

J

mg/L.

CMI de una de las dos cefalosporinas disminuye 3 o
mas diluciones en presencia de clavulanico.




Interpretacion

» 3. Otras
> Difusior
> Difusior

Mueller-
con acic

> Tiras de
cefalosg

Disminucid

dos en agar
Iplementado

/S la misma




Acinetobacter baumannii




Acinetobacter baumannii

» Hace unas décadas se aislaban con poca frecuencia
de muestras clinicas.

» Bajo poder patdogeno, actuan como oportunistas
(UCI).

» Ha sido capaz de desarrollar resistencia a los
antimicrobianos.

» Persistir en el medio ambiente largos periodos vy
extenderse a la gran mayoria de los hospitales.

» Ocasionando graves epidemias y situaciones de
endemia.




Acinetobacter baumannii

» A. baumannii nhosocomiales son resistentes a:

- Beta-lactamicos (incluyendo las carbapenemas en
bastantes ocasiones).

> Fluoroquinolonas.
- Aminoglucédsidos.
> Tetraciclinas.

> Cotrimoxazol.

- En general sensibles a Polimixinas (colistina)>se han
descrito aislados resistentes.




Acinetobacter baumannii multirresistente
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Infeccion Nosocomial A. baumannii

» Sobrevive en medio ambiente largos periodos—>
importante la contaminacién ambiental.

» Transmision a través de las manos del personal
sanitario.

» Pacientes infectados o colonizados.
* Bacteriemia

* Neumonia nosocomial (en particular en el paciente con
ventilacion mecanica)

* Meningitis
* Infecciones urinarias
* Infecciones de heridas quirurgicas y tejidos blandos.




Infeccion Nosocomial A. baumannii

» Los factores de riesgo relacionados con su
adquisicion incluyen:
- Una estancia hospitalaria prolongada

o

Empleo de maniobras invasoras

(0]

Inmunosupresion

o]

Enfermedad de base grave

o

Uso previo de antimicrobianos




Papel del Laboratorio Microbiologia

» Identificacién de la bacteria multirresistente en
muestras diagnésticas y en las de pacientes
colonizados.

» Investigar fuentes ambientales de infeccion en
brotes epidémicos.

Sera un
A.baumannii
multirresistente



http://www.google.es/imgres?imgurl=http://gamikia.com/wp-content/uploads/2012/08/terminator.jpg&imgrefurl=http://gamikia.com/2012/08/10/arnold-schwarzenegger-y-los-8-bits/terminator/&usg=__VjnuCiK5C-qEeIyts2uqhJjaHoU=&h=322&w=482&sz=30&hl=es&start=34&zoom=1&tbnid=C_8mlbRg_StlIM:&tbnh=86&tbnw=129&ei=utHEUOftLaet0AHik4GgDw&prev=/images%3Fq%3Dterminator%26start%3D20%26hl%3Des%26sa%3DN%26rlz%3D1T4GGLR_esES259ES259%26tbm%3Disch&itbs=1

Tipo de muestras
Espufo -
Exudado de traqueostomia
Heridas axila/ingle

«  Frotis rectal

Muestras ambientales.
Equipos de respiracion asistida
Liquidos diversos
Medicaciones multidosis RN

Ropa de cama SRR
iii"{“\m
Transductores de presion no desechables A

Superficies de mobiliario (carros de curas o de \\1;
medicacidon) que rodea a los pacientes




Medios de cultivo

» Cualquiera de los medios selectivos habituales
para bacterias gramnegativas=>MacConkey

» Medios de cultivo diferenciales> LAM

1

Vancomicina (10 mg/L)
Cefsulodina (15 mg/L)
Cefradina (50 mg/L)

p—_




Medios de cultivo




Interpretacion

» Aerobiosis a 35°C durante 24 y 48 horas.

» Se pueden realizar las pruebas de la catalasa
(positivo) y de la oxidasa (negativo).

Identificacion a nivel de especie y ATB
(pruebas bioquimicas convencionales, galerias Difusion disco
comerciales o paneles de sistemas Paneles comerciales
semiautomatizados)

p "
Acineto
W Multirresistente



Pseudomonas aeruginosa




Pseudomonas aeruginosa

» Sobrevive facilmente en el ambiente hospitalario.

» Constituye uno de los principales patogenos
nosocomiales oportunistas.

» Presenta resistencia natural a muchos
antimicrobianos:

> Penicilinas —
- Cefalosporinas 1°, 2°

y muchas de 3% generacion
> Tetraciclinas mutaciones cromosOmicas y
> Cloranfenicol adquirir material genético
> Cotrimoxazol
- Rifampicina

Facilidad para desarrollar




Pseudomonas aeruginosa

» Su resistencia intrinseca depende
- Baja permeabilidad de su membrana externa
> Varios sistemas de expulsion activa

» Resistencia Amp(C->expresion de Beta-Lactamasa

‘regulada”>nivel variable de resistencias a
penicilinas y cefalosporinas.

» Betalactamasas adquiridas (integrones vy
trasposones)-> METALO-BETA-LACTAMASA MBL->

carbapenemasas que no se inhiben con ac.
Clavulanico.




Pseudomonas aeruginosa

Distintos
— fenotipos
multirresistentes
Mecanismo II
resistencia I Nivel de
]

Mecanismo
resistencia

I

p—




Pseudomonas aeruginosa

» Ejemplo:
» Resistencia a carbapenemas

Q _
/ Perdida de porinas

H|perproduccmn de Bombas de

AmpC expuIS|on
Produccion MBL !

W y Métodos moleculares




Pseudomonas aeruginosa

» Infecciones relacionadas con la situacion del

huésped: —
- Rotura de la barrea cutaneo-mucosa -
_ _ Inmunodeprimidos
> Trastornos de la inmunidad humoral y quemados
- Neutropenia.

-

» Factores de riesgo para aparicion Multirresistencia
- Gravedad de la infeccion
- Uso de dispositivos invasores
- Hospitalizacion prolongada
- Exposicion previa a antimicrobianos




Pseudomonas aeruginosa

» Variedad de infecciones
- Bacteriemia
- Neumonia asociada a ventilacion mecanica
> Infecciones respiratorias en pacientes con fibrosis
quistica
Neumonia de la comunidad
Infecciones urinarias
Endocarditis
Meningitis
Diversas formas de otitis

Queratitis y endoftalmitis, osteomielitis, enterocolitis,
infecciones perianales

(@)

o)
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Pseudomonas aeruginosa

» Es importante estudiar a pacientes colonizados:

> Colonizacidon del tracto gastrointestinal.
- Faringe, axila y periné.
> Productos y equipos hospitalarios (humedad).

- Superficie de frutas y verduras.




Papel del Laboratorio Microbiologia

- |ldentificacion de cepas multirresistentes de P.
aeruginosa en muestras clinicas.

- Contribuir al disefio e implementacién de programas
de vigilancia y control.

- Aplicacion de métodos de epidemiologia molecular que
ayuden a establecer la relacion clonal de los
aislamientos, y la caracterizacion de los mecanismos de
resistencia implicados y de los elementos genéticos que
los codifican.

P. Aeruginosa
multirresistente?



Tipos de muestra

» Toma de muestras de pacientes
» Muestras del medio ambiente
» Equipos de atencion sanitaria

» En definitiva similares a las que se toman
para Acinetobacter buamannii.




Medios de cultivo

» Diferenciales para bacterias gramnegativas—>
agar MacConkey.

» Medios selectivos con cetrimida

J !

Muestras
ambientales



Medios de cultivo

» Agar MacConkey
> Ceftazidima
> Aminoglucosidos
- Carbapenemas

Favorecera especificamente la seleccion
de cepas con mayor nivel de resistencia




Interpretacion

» Aerobiosis a 35°C durante 24 y 48 horas.

» Se identifica facilmente por:

- Aspecto de la colonia, la pigmentacion, prueba de la
oxidasa (positiva), oxidacion de la glucosa pero no
fermentacion de la misma, presencia de
argininadehidrolasa y crecimiento a 42°C.

A

Identificacidn a nivel de especie y ATB
(pruebas bioquimicas convencionales, galerias Difusion disco

comerciales o paneles de sistemas Paneles comerciales
semiautomatizados)

P.aeruginosa Multirresistente




Interpretacion

» Antibiograma—->buscamos confirmar MBL.
» 1. Disco difusion
» Agar con y sin EDTA e imipenem o ceftazidima

EDTA es capaz de aumentar el diametro del halo del beta-lactamico




Interpretacion

» 2. Microdilucidon en caldo:

- Comparacion de la CMI de imipenem solo y en
combinacion con dos inhibidores, EDTA (0,4 mM) y
1,10 fenantrolina (0,04mM)

Disminucion de la CMI de imipenem en combinacién con los
quelantes de al menos 8 veces

Tiras de Etest que contienen imipenem
e imipenem+EDTA




Interpretacion

» Estos meétodos:
- No son completamente sensibles ni especificos.
> Tienen dificil interpretacion, con frecuencia subjetiva.




on

Muchas gracias por vuestra atenc
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