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1. Objetivo

Identificar pacientes colonizados con Enterobacterias productoras de carbapenemasa (EPC) en el
tracto gastrointestinal.

2. Introduccién
Las EPC usualmente son resistentes a todos los antibidticos B-lactamicos asi como a otras clases
de agentes antimicrobianos, situacion que limita las opciones de tratamiento en pacientes
infectados con EPC. En el mundo se han comunicado brotes de EPC en hospitales, siendo los
pacientes colonizados la fuente de transmision principal, hecho que hace fundamental su
identificacion para la prevencion y control de infeccién.

La resistencia a carbapenemes en Enterobacterias aparece cuando:
o El aislamiento adquiere una enzima carbapenemasa.
e El aislamiento produce otras B-lactamasas (BLEE, AmpC) que al hiper-producirse o
combinarse con otros mecanismos, confieren resistencia a los carabapenemes.

El mecanismo de carabapenemasas es el de mayor importancia epidemiolégica y clinica por ser
facilmente transmisible, conferir resistencia clinicamente significativa y estar asociado a alta
mortalidad. Por lo tanto, su deteccién en el Laboratorio es fundamental.

3. Procedimiento

3.1 Muestra, transporte y conservacion

Hisopado rectal en tubo con medio de transporte (Medio Stuart), que debe ser enviado dentro de
las 24 horas posteriores a la toma de muestra. En caso de no disponer de medio de transporte,
enviar la muestra inmediatamente al laboratorio.

Para realizar el hisopado introducir el hisopo en el recto y rotarlo por unos segundos. Al retirar el
hisopo comprobar presencia de tonalidad amarillenta.

3.2 Siembray seguimiento

1. Colocar un disco de meropenem de 10 pg en 5 ml de Caldo Tripticasa

Di Soya (TSB) o Caldo Cerebro Corazon (BHI). (*)
lal " . X ;

2. Inmediatamente introducir el hisopo con la muestra.

3. Incubar de 16 a 24 horas a 35 °C + 2 °C, en aire ambiente.

1. Mezclar y subcultivar 100 pl del caldo incubado en Agar MacConkey,
Dia 2 Agar CLED o Medio cromogénico.

2. Estriar aislando a los efectos de obtener colonias aisladas.

3. Incubar de 16 a 24 horas a 35 °C £ 2 °C, en aire ambiente.

Septiembre 2012




Cultivos de vigilancia de Enterobacterias
productoras de carbapenemasa

i "k /iii

IF
o vstonssuwrics | Departamento de Laboratorios de Salud Publica e

Unidad de Bacteriologia.

Ministerio de Salud Publica. URUGUAY

1. Examinar las placas en busca de los diferentes tipos de colonias que
correspondan a bacilos Gram (-).
Aislar cada morfotipo en un medio no selectivo.

Dia 3 5
3. Si el cultivo se encuentra puro proceder segun lo establecido en el dia 4.

| Dia 4 | Proceder seglin esquema. |

(*) Miembros de la Tribu Proteae pueden presentar elevados valores de CIMs a imipenem por mecanismos
diferentes a la produccién de carbapanememasas. Utilizando discos de meropenem se logra una mejor seleccion
de las cepas probablemente productoras de carbapenemasas.

3.3 Control de calidad
La potencia de los discos de carbapenemes utilizados debe ser controlada siguiendo el protocolo
establecido por CLSI (documentos M2 y M100).

3.4 Aseguramiento de la calidad
La capacidad de recuperacién de EPC debe ser controlada por el siguiente procedimiento:

e Inocular un primer caldo (5 mL de TSB o BHI + un disco de Meropenen 10 pg) con un
hisopado rectal de un paciente negativo.

e Inocular un segundo caldo en las mismas condiciones y agregar 0,5 mL de una suspensién
1 x 10° UFC/mL de una cepa control productora de carbapenemasa (por ejemplo: Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA-1705).

e Aplicar el procedimiento descripto en 3.2.

La cepa control debe ser recuperada del subcultivo del segundo caldo y no del primero.

Preparacion de la suspensién 1 x 10° UFC/mL de un aislamiento productor de carbapenemasa:
1. Diluir 0,1 mL de una suspensién 0,5 McFarland del aislamiento productor de carbapenemasa en 9,9 mL de agua
destilada estéril o solucién salina estéril (Dilucion 1:100).
2. Agregar 1,0 mL de la dilucion anterior a 9,0 mL de agua destilada estéril o solucion salina estéril (Dilucién
1:1000).

3.5Limitaciones del método

e Los pacientes pueden estar colonizados con EPC en concentraciones inferiores al limite de
deteccion de este método (1 x 10° UFC/mL a 1 x 10° UFC/mL). Por lo tanto es posible la no
deteccién de pacientes colonizados.
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Las Enterobacterias pueden ser resistentes a los carbapenemes por mecanismos diferentes
a la produccién de carbapenemasa. Este tipo de aislamientos también creceran en los
medios en los cuales se realice el subcultivo del caldo.

Los bacilos gramnegativos no fermentadores resistentes a carbapenemes, como
Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp, también creceran en el subcultivo del caldo,
aungue podrian ser descartados con las pruebas de Gram y oxidasa respectivamente.
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ANEXO 1. Flujograma de busqueda de EPC

Bacilo Gram (-)
Oxidasa (-)

1. Sembrar TSI.

2. Determinar halos de inhibicion

para IMl'y MER.
I |

[ I |
TSI: KIK TSI: KIAo A/A TSI: KIAo AIA

| Halo IMlIy/o MER > 22 mm Halo IMIy/o MER £ 22 mm

Descartare )

informar: Descartar e informar: Identificar y realizar
"No hubo "No hubo desarrollo de ensayo de sinergia con

desarrollo de
Enterobacterias
productoras de
carbapenemasa"

Enterobacterias productoras

de carbapenemasa”

Acido boronicoy EDTA.

Informar: Hubo desarrollo de
"especie aislada"probable
productora de carbapenemasa

con su correspondiente
antibiograma

Si se observasinergia

Realizar antibiograma
completo y determinar
CIM paralos
carbapenemes

Enviar Cepa al DLSP para confirmacion
del mecanismo de resistencia
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Si no se observan
sinergias
Descartar e informar:
"No hubo desarrollo de
Enterobacterias

productoras de
carbapenemasa”




