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El El laboratoriolaboratorio de de microbiologíamicrobiología en en loslos PROAPROA
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PROAPROA

Programas de optimizaciProgramas de optimizacióón del uso de n del uso de antimicrobianosantimicrobianos
(Gu(Guíías IDSA, documento consenso SEIMCas IDSA, documento consenso SEIMC--SEFHSEFH--SEMPSPH)SEMPSPH)

•• Objetivo primario:
- Optimizar la evolución clínica
- Minimizar consecuencias del uso de antimicrobianos

(toxicidad, selección de patógenos, emergencia de R)

• Objetivo secundario:
- Reducción de costes

• PROA+ programas de control de infecciones

Dellit  TH, et al, CID 2007; 44:159
Rodríguez-Baño J, EIMC 2012; 30 (1): 22.e1-22.e23 

PROA y PROA y laboratoriolaboratorio de de microbiologmicrobiologííaa

•• The clinical microbiology laboratory plays a critical role in 

antimicrobial stewardship by providing patient-specific
culture and susceptibility data to optimize individual 
antimicrobial management and by assisting infection control 
efforts in the surveillance of resistant organisms and in the
molecular epidemiologic investigation of outbreaks (A-III).

• Core members of a multidisciplinary antimicrobial
stewardship team include an infectious diseases physician
and a clinical pharmacist with infectious diseases training (A-
II) who should be compensated for their time (A-III), with the
inclusion of a clinical microbiologist, an information system
specialist, an infection control professional, and hospital 

epidemiologist being optimal (A-III).

Dellit  TH, et al, CID 2007; 44:159
Rodríguez-Baño J, EIMC 2012; 30 (1): 22.e1-22.e23 

PROA y PROA y laboratoriolaboratorio de de microbiologíamicrobiología

• Identificación rápida y sensibilidad a antimicrobianos
• Interpretación e informe del antibiograma
• Informes selectivos de sensibilidad a antimicrobianos
• Diagnóstico molecular en microorganismos de difícil 
crecimiento 
• Vigilancia de la resistencia
• Detección rápida de mecanismos de resistencia
• Vigilancia y detección rápida de microorganismos 
multirresistentes (SARM, ERV, BLEE+, carbapenemasas+, 
C.difficile)
• Tipado molecular: investigación de brotes
• Pruebas rápidas para identificar pacientes
con infecciones bacterianas vs víricas 

Dellit  TH, et al, CID 2007; 44:159
Rodríguez-Baño J, EIMC 2012; 30 (1): 22.e1-22.e23 

Identificación y sensibilidad a antimicrobianos

• Sistemas automatizados de identificación y sensibilidad
• Sistemas expertos

•• PCR múltiple (PCR múltiple (SeptifastSeptifast, , SepsiTestSepsiTest))
-- 3 3 mlml sangre con EDTA (1,5 sangre con EDTA (1,5 mlml))
-- 4 h4 h
•• HemocultivosHemocultivos (12 h(12 h-- 5 días)5 días)
--Tinción de Tinción de GramGram

Falagas ME. Crit Care Med 2008; 36:1660
EJCMID 2011; 30:1127-34
Wellinghausen N, et al. J Clin Microbiol 2009; 47:2759

IdentificaciónIdentificación rápidarápida
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BACTERIEMIA y FUNGEMIA:BACTERIEMIA y FUNGEMIA:
•• HemocultivosHemocultivos::
- Tinción de Gram (10 minutos)

- Detección antígenos (estreptococos, enterococos,
neumococo) (20 minutos)

- Detección PBP2a (SARM) (20 minutos)

- PCR tiempo real-SARM/SASM (50 minutos)

- Multiplex PCR (Gram+/Gram-) (4 horas)

- PNA FISH (levaduras) (2 horas)

GeneXpert GenomEra

IdentificaciónIdentificación rápidarápida Identificación rápida Identificación rápida ++ deteccióndetección genes de Rgenes de R

Eigner U, et al. J Clin Microbiol 2005; 43:5256

•• Multiplex PCR Gram+/GramMultiplex PCR Gram+/Gram--//mecAmecA//vanAvanA 279 279 hemochemoc. +: . +: 
•• 243/279 (87,1%) 243/279 (87,1%) especiesespecies recogidasrecogidas en panelen panel
•• 148/152 Gram+  ID 148/152 Gram+  ID correctacorrecta (97,4%)(97,4%)
•• 89/91 Gram89/91 Gram-- ID ID correctacorrecta (97,8%)(97,8%)
•• 12/13 12/13 S. S. aureusaureus mecAmecA+ + correctacorrecta; 1 ; 1 E. E. faeciumfaecium vanAvanA+ + correctacorrecta

FUNGEMIA:FUNGEMIA:
•• HemocultivosHemocultivos
-- Sondas fluorescentesSondas fluorescentes
-- PNA FISH PNA FISH (2 horas)(2 horas)

Hall L, et al. J Clin Microbiol 2012; 50:1446 

• Candida spp. en 207/216 (96%) hemocultivos + 

- 100% C. albicans; 94% C. parapsilosis; 100% C. glabrata; 100% C. 

krusei; 94% C. tropicalis (31/33)

• Verde:Verde: C. albicans/C. parapsilosis - probable fluconazol-S

• Rojo:Rojo: C. krusei/C. glabrata - probable fluconazol-R

• Amarillo:Amarillo: C. tropicalis - probable R inducible a fluconazol

IdentificaciónIdentificación rápidarápida

FUNGEMIA:FUNGEMIA:
•• HemocultivosHemocultivos
-- Medios Medios cromogénicoscromogénicos (18(18--24 h)24 h)

Candida albicans (verde)
C. tropicalis (azul)
C. krusei (rojo)
C. parapsilosis (blanco-rosado)

IdentificaciónIdentificación rápidarápida

BACTERIEMIA Y FUNGEMIA: BACTERIEMIA Y FUNGEMIA: hemocultivoshemocultivos
-- MALDIMALDI--TOF MS. TOF MS. EspectrometrEspectrometrííaa de de masasmasas (30 (30 minutosminutos))

Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation Time of Flight Mass 
Spectrometry

Kok J, et al. PLoS ONE 2011; 6(8):e23285
Spanu T, et al. J Clin Microbiol 2012; 50: 176-9.

IdentificaciónIdentificación rápidarápida

MALDIMALDI--TOF en TOF en hemocultivoshemocultivos

IdentificaciónIdentificación rápidarápida

MALDI-TOF + intervención del 
equipo PROA:  reducción del tiempo 
de identificación y del tiempo de 
administración de tratamiento 
antimicrobiano óptimo
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SARM                               BLEE                   E. faecium

HemocultivosHemocultivos
-- AntibiogramaAntibiograma directo: cualitativo (18directo: cualitativo (18--24 h)24 h)

SensibilidadSensibilidad a a antimicrobianosantimicrobianos
HemocultivosHemocultivos
-- AntibiogramaAntibiograma directo: cuantitativo (Edirecto: cuantitativo (E--testtest 1818--24 h)24 h)

E. coli S. pneumoniae P. aeruginosa

SensibilidadSensibilidad a a antimicrobianosantimicrobianos

HemocultivosHemocultivos
-- AntifungigramaAntifungigrama directo: cuantitativo (directo: cuantitativo (EtestEtest). 24 h). 24 h

Candida albicans         (caspopungina y azoles)

SensibilidadSensibilidad a a antifúngicosantifúngicos
FUNGEMIA: EFUNGEMIA: E--testtest directodirecto

•• 86 hemocultivos: C. parapsilosis (37), C. albicans (27), C. 
tropicalis (9), C. glabrata (8), C. guilliermondii (2), C. glabrata + 
C. albicans (2), Trichosporon mucoides (1).

• Concordancia: azoles >98%; 85% en sensibilidad reducida a 
fluconazol.

3,6%3,6%38,4%38,4%58%58%AnfotericinaAnfotericina BB

0%0%8,1%8,1%91,9%91,9%CaspofunginaCaspofungina

0%0%1,2%1,2%98,8%98,8%VoriconazolVoriconazol

1,2%1,2%0%0%98,8%98,8%FluconazolFluconazol

0%0%0%0%100%100%PosaconazolPosaconazol

MEMEVMEVMEConcordanciaConcordancia

Guinea J. 18th ECCMID 2008; Barcelona

SensibilidadSensibilidad a a antifúngicosantifúngicos

S. pneumoniae                                        
CMI cefotaxima= 1mg/L
(18-24 h)

LCR:LCR:
GramGram, detección , detección AgAg, RT, RT--PCR, tinta china, PCR, tinta china, antibiogramaantibiograma
directo directo (10 (10 minmin--50 50 minmin--24 h):24 h):

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad

NEUMONÍA: NEUMONÍA: esputo, esputo, aspasp. traqueal, BAS, BAL, cepillo. traqueal, BAS, BAL, cepillo
GramGram y y antibiogramaantibiograma directo mediante Edirecto mediante E--testtest (18(18--24 h)24 h)

P. aeruginosa

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad



�

NAVM: NAVM: antibiogramaantibiograma directo mediante Edirecto mediante E--testtest

Correlación global: 96,1%Correlación global: 96,1%

DiagDiag MicrobiolMicrobiol InfectInfect DisDis 2007; 58:2112007; 58:211

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad

AntibiogramaAntibiograma directo Edirecto E--testtest cromogénicocromogénico: : (18(18--24 h)24 h)

•• 143 muestras (94 143 muestras (94 monomicrobmonomicrob; 49 ; 49 polimicrobpolimicrob))
•• 92,7% correlación a 18 h; 100% a 24 h92,7% correlación a 18 h; 100% a 24 h
•• Concordancia: 94,9%Concordancia: 94,9%

Cercenado E, et al. 19th ECCMID, Helsinki 2009

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad

NEUMONÍA: NEUMONÍA: esputo, esputo, aspasp. traqueal, BAS, BAL, cepillo. traqueal, BAS, BAL, cepillo
Detección de SARM por RTDetección de SARM por RT--PCR (PCR (GeneXpertGeneXpert). ). 55 55 minmin

Cercenado E, et al. J Clin Microbiol 2012; 50:409

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad

Clin Infect Dis 2007; 44:382 

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad

Medios Medios cromogénicoscromogénicos
AntibiogramaAntibiograma directodirectoORINA:ORINA:

Detección Detección AgAg
neumococo, neumococo, LegionellaLegionella (15 min.)(15 min.)

Domínguez JA, et al. J Clin Microbiol 1998;36:2718-22

BLEE (18-24 h)

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad

PIEL Y TEJIDOS BLANDOS (heridas, abscesos):PIEL Y TEJIDOS BLANDOS (heridas, abscesos):
GramGram
Detección Detección AgAg S. S. pyogenespyogenes, SARM (RT, SARM (RT--PCR)PCR) (20 (20 minmin-- 1 h)1 h)

S. pyogenes                                       SARM/SAMS

IdentificaciónIdentificación rápidarápida y y sensibilidadsensibilidad
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•• EUCAST/CLSI
• Selección de antimicrobianos a informar
• Adaptar según prevalencia de R local
• Comentarios adicionales

Interpretación Interpretación e e informe informe del del antibiogramaantibiograma Lectura interpretada del Lectura interpretada del antibiogramaantibiograma

� AntibiogramaAntibiograma StaphylococcusStaphylococcus::

PENICILINA: R

AMPICILINA: R

OXACILINA: R

CEFAZOLINA: R

CEFUROXIMA: S

AMOXICILINA/CLAVULANICO: S

CEFOTAXIMA: S

IMIPENEM: S

Informar resistencia a todos los betaInformar resistencia a todos los beta--lactámicoslactámicos

PEN

AMP    OXA

CTX          FUR

CFAZ
A/C   IMP

� AntibiogramaAntibiograma enterobacteriaenterobacteria::

AMPICILINA:  >16  R

AMOXICILINA/CLAVULÁNICO: <8/4  S

CEFOXITINA: <8  S

CEFAZOLINA: >32  R

CEFOTAXIMA: 32  R

CEFTAZIDIMA: 1  S

CEFEPIMA: 16  I

AZTREONAM: >32  R

PIPERACILINA/TAZOBACTAM: <16/4 S

IMIPENEM: <1 S

Informar resistencia a todas las Informar resistencia a todas las cefalosporinascefalosporinas (CLSI)(CLSI)

Informar CMI de Informar CMI de cefalosporinas cefalosporinas “as “as it isit is” ” (EUCAST)(EUCAST)

CEPA PRODUCTORA DE BLEECEPA PRODUCTORA DE BLEE

A/C  A/C  
CAZ                           CTXCAZ                           CTX

FUR               FUR               

AMP                  AMP                  FOXFOX

CEFCEF

Lectura interpretada del Lectura interpretada del antibiogramaantibiograma

E. E. colicoli--BLEE/BLEE/P. P. aeruginosaaeruginosa

� E. E. colicoli--BLEE (CMI / BLEE (CMI / interpretacinterpretac.).)

AMPICILINA: >16/R

CEFAZOLINA: >16/R

AMOXI/CLAVUL: >16/8/R

CEFOTAXIMA: >32/R 

CEFTAZIDIMA: 2/R

CEFEPIMA: 4/R

IMIPENEM: <1/S

� P. P. aeruginosaaeruginosa (CMI / (CMI / interpretacinterpretac.).)

AMPICILINA:  >16/R

CEFAZOLINA: >16/R 

AMOXI/CLAVUL: >16/8/R

CEFOTAXIMA: >32/R 

CEFTAZIDIMA: 2/S

CEFEPIMA: 4/S

IMIPENEM: <1/S

Productor de BLEE No productor de BLEE     

LecturaLectura interpretadainterpretada del del antibiogramaantibiograma

VIM-1         K. pneumoniae KPC-3
Cepas productoras de carbapenemasa

LecturaLectura interpretadainterpretada del del antibiogramaantibiograma Informes selectivos Informes selectivos deldel antibiogramaantibiograma

Alós Alós JI, RodríguezJI, Rodríguez--Baño J. EIMC 2010; 28:737Baño J. EIMC 2010; 28:737
wwwwww..eucasteucast..orgorg
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•• AmplificaciAmplificacióón con PCR y secuenciacin con PCR y secuenciacióón del gen 16S n del gen 16S ARNrARNr
(500 (500 bpbp) en muestras cl) en muestras clíínicas:nicas:

- Primers universales 
E8F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
E533R (5’-TTACCGCGGCTGCTGGCA-3’)

- Purificación producto PCR + secuenciación

- Válvulas cardiacas, prótesis articulares…

- Microorganismos:
Coxiella burnetii

Abiotrophia adjacens
Kingella kingae
Propionibacterium acnes 

Diagnóstico molecular: microorganismos de  
crecimiento lento o difíciles de cultivar

Vigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistencia

Rodríguez-Baño J, EIMC 2012; 30 (1): 22.e1-22.e23 

PROA: Documento de consenso GEIH-SEIMC-SEFH-SEMPSPH
Indicadores recomendados para vigilar la resistencia
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Vigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistencia
• EPINE (1990-2012). Evolución S. aureus

% R sobre el total del año

http://hws.vhebron.net/epine
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Año

% R

Vigilancia de la resistencia por serviciosVigilancia de la resistencia por servicios

UCI
21,7%

Qx
36,3%

Cercenado E et al (Cercenado E et al (SpanishSpanish StaphylococcusStaphylococcus studystudy groupgroup); 21st ECCMID. Milán 2011); 21st ECCMID. Milán 2011

Estudios multicéntricos nacionales de sensibilidad de estafilococos
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R en pacientes oncológicos. HGUGM

Vigilancia de la resistencia por serviciosVigilancia de la resistencia por servicios

SteinkrausSteinkraus G. JAC 2007; 60:788G. JAC 2007; 60:788

Vigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistencia
Creep de vancomicina. Aumento de las CMIs en el tiempo
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Vigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistencia Vigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistencia

Vigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistenciaVigilancia de la resistencia

Rodríguez-Baño J, EIMC 2012; 30 (1): 22.e1-22.e23 

PROA: Documento de consenso GEIH-SEIMC-SEFH-SEMPSPH
Indicadores de resistencia e impacto de la presión antibiótica

•Pruebas fenotípicas

•Medios cromogénicos        Métodos colorimétricos

•Métodos moleculares
•MALDI-TOF

Detección precozDetección precoz de de mecanismos mecanismos de de resistenciaresistencia

BLEE            AMPCp              MBL

SARM
BLEE

Procedimientos SEIMC nº 38 y 39
www.eucast.org
Nordmann. Emerg Infect Dis 2012; 18:1503
Dortet L, et al. AAC 2012; 56:6437

TipadoTipado molecular: detección de brotesmolecular: detección de brotes

PFGE

No relación clonal Relación clonal: brote

PROA y PROA y laboratorio laboratorio de de microbiologmicrobiologííaa

Incidencia de SARM-RL y uso de linezolid en UCI-PQ

Padilla B, et al. ICAAC 2011. Chicago. Poster K-238
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INFECCIÓN ASOCIADA A CATÉTER:INFECCIÓN ASOCIADA A CATÉTER:
Cultivos superficiales (piel, conexión)Cultivos superficiales (piel, conexión)

GramGram de catéterde catéter

PruebasPruebas rápidasrápidas parapara detectardetectar infeccionesinfecciones bacterianasbacterianas

Cercenado E, et al. Arch Intern Med 1990; 150:1417

Cultivos periféricos en el diagnóstico de Cultivos periféricos en el diagnóstico de 
infección asociada a catéterinfección asociada a catéter

•• VPP: 66,2%VPP: 66,2%
•• VPN: 96,7%VPN: 96,7%
•• Cultivos superficiales negativos: punta negativaCultivos superficiales negativos: punta negativa
•• TestTest negativo: descarta infección de catéternegativo: descarta infección de catéter

PruebasPruebas rápidasrápidas parapara detectardetectar infeccionesinfecciones bacterianasbacterianas

•• 425 catéteres teñidos con 425 catéteres teñidos con GramGram/naranja de /naranja de acridinaacridina
•• Sensibilidad: 84,6%Sensibilidad: 84,6%
•• Especificidad: 98,3%Especificidad: 98,3%
•• Comparado con cultivo Comparado con cultivo semicuantitativosemicuantitativo

Tinción de la punta del catéter en el diagnóstico Tinción de la punta del catéter en el diagnóstico 
de infección asociada a catéterde infección asociada a catéter

DiagDiag MicrobiolMicrobiol InfectInfect DisDis 2006; 56:2552006; 56:255

PruebasPruebas rápidasrápidas parapara detectardetectar infeccionesinfecciones bacterianasbacterianas

NEUMONIA (virus respiratorios): NEUMONIA (virus respiratorios): esputo, esputo, aspasp. . 
traqueal, BAS, BAL, cepillo, exudado nasofaríngeotraqueal, BAS, BAL, cepillo, exudado nasofaríngeo
-- Gripe y VRS Gripe y VRS (15 minutos)(15 minutos)

PruebasPruebas rápidasrápidas parapara detectardetectar infeccionesinfecciones bacterianasbacterianas

DIARREA (virus, DIARREA (virus, ClostridiumClostridium difficiledifficile): heces): heces
-- RotavirusRotavirus y y adenovirusadenovirus (30 minutos(30 minutos-- 1,5 h)1,5 h)

Inmunocromatografía RT-PCR

GDH

PruebasPruebas rápidasrápidas parapara detectardetectar infeccionesinfecciones bacterianasbacterianas PruebasPruebas rápidasrápidas parapara detectardetectar infeccionesinfecciones bacterianasbacterianas

Soni NJ, et  al. Journal of Hospital Medicine 2013;8:530

•• Biomarcadores de infección aguda 
(procalcitonina)

• Reduce uso de antibióticos
• Útil para guiar tratamiento antimicrobiano
• Permite retirar antibióticos
• Ayuda a diferenciar infecciones víricas-
bacterianas
• Útil en UCI 



	

Niveles de Niveles de antimicrobianos antimicrobianos y y antifúngicos antifúngicos en sangre:en sangre:
VancomicinaVancomicina, , aminoglucósidosaminoglucósidos, , antifúngicosantifúngicos ((azolesazoles))

PROA y PROA y laboratoriolaboratorio de de microbiologíamicrobiología

•• El laboratorio de microbiología desempeña un El laboratorio de microbiología desempeña un 
papel crítico en los programas PROApapel crítico en los programas PROA

•• Técnicas rápidas que ayudan a mejorar los Técnicas rápidas que ayudan a mejorar los 
tiempos de diagnóstico de las enfermedades tiempos de diagnóstico de las enfermedades 
infecciosasinfecciosas

•• Métodos que ayudan a la detección precoz de Métodos que ayudan a la detección precoz de 
mecanismos de R a mecanismos de R a antimicrobianosantimicrobianos y a instaurar y a instaurar 
tratamiento tratamiento antimicrobianoantimicrobiano precoz y adecuadoprecoz y adecuado

•• Vigilancia de la resistencia que ayuda a Vigilancia de la resistencia que ayuda a 
establecer tratamientos empíricos adecuadosestablecer tratamientos empíricos adecuados

•• Tipado Tipado molecular que ayuda a detectar brotes molecular que ayuda a detectar brotes 

PROA y PROA y laboratoriolaboratorio de de microbiologíamicrobiología

MUCHAS GRACIASMUCHAS GRACIAS


