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ANALISIS DE RESULTADOS DE BACTERIOLOGIA
CONTROL B-2/22

En el Andlisis de Resultados del presente control se comentan los resultados obtenidos en el estudio
bacteriolégico de la muestra enviada para control externo. Se traté de un liéfilo preparado por el Programa de
Control de Calidad Externo SEIMC (Programa CCS) a partir de una cepa bacteriana de reserva que habia sido
debidamente almacenada y, cuyo estudio, fue realizado por laboratorios externos expertos que actuaron de
referencia para el Programa CCS. Ademas, se confirmé la homogeneidad y estabilidad de las muestras a través de

ensayos realizados tras la preparacion de los lidfilos y tras su envio, asegurando asi la validez de las mismas.

El valor asignado se determiné a partir del consenso de resultados (coincidencia de resultados) aportados por dos
laboratorios expertos, que emplearon métodos con sensibilidad y especificidad adecuadas para cada
determinacion. Ademas, la identificacion fue refrendada mediante estudio de secuenciacion. Estos laboratorios

expertos colaboran con el Programa CCS mediante la firma de acuerdos.
Este Andlisis de Resultados ha sido elaborado por especialistas en Microbiologia y Parasitologia.

La confidencialidad de todos los resultados estd asegurada a través de la firma de compromisos de

confidencialidad por parte de todo el personal del Programa CCS y de sus colaboradores.

INTRODUCCION

En el presente control se envié a los participantes un producto liofilizado con una uUnica cepa. La historia clinica
correspondia a la de un paciente varéon de 61 afios con insuficiencia renal cronica en tratamiento sustitutivo
mediante dialisis peritoneal. El paciente acudié a puertas de urgencias de su hospital de zona por presentar un
cuadro de malestar general, escalofrios, febricula y dolor abdominal de cinco dias de evolucién, acompafiado en
las 48 horas previas de nauseas y vomitos. A la exploracion, presentaba regular estado general, cierta palidez
cutaneo-mucosa y dolor a la palpacion abdominal. Ademas, el liquido de didlisis peritoneal tenia un aspecto turbio
y la analitica revelaba un recuento celular con mas de 100 leucocitos/uL. Ante la sospecha de peritonitis
secundaria a infeccion del liquido de dialisis peritoneal, se remitié una muestra del liquido peritoneal al Servicio de
Microbiologia para cultivo bacteriolégico y micoldgico, aislandose a las 24 horas la bacteria que fue objeto de este

control.

Se solicitd a los participantes la identificacion y el estudio de sensibilidad de la cepa remitida. Asi mismo,

podian hacerse los comentarios microbioldgicos, clinicos, terapéuticos, etc. que se estimasen oportunos.
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La cepa fue identificada como Enterococcus faecium (valor asignado de referencia y empleado para el estudio

comparativo). Esta identificacion se realizé mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF) y fue confirmada por

secuenciacion del ARN ribosémico 16S.

Los resultados de sensibilidad antibidtica de referencia fueron obtenidos mediante un panel comercial de

microdilucién en caldo y se muestran en la tabla 1. Como siempre, esta lista se incluye a titulo meramente

informativo, como término de comparacién para los participantes, sin que suponga una recomendacion de uso en

el tratamiento de las infecciones por esta bacteria. Para la interpretacion de los resultados, se emplearon los

criterios del CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute) y del EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing) correspondientes al género Enterococcus.

Tabla 1. Valor asignado del estudio de sensibilidad.

Antibiético CMI (pg/mL) Categorizacion
EUCAST CLSI
(V 12.0-2022) | (M100S31-2021)

Ampicilina >8 Resistente Resistente
Daptomicina 4 No interpretado Sensible dosis

dependiente
Estreptomicina 1.000 >1.000 Resistente Resistente
Gentamicina 500 >500 Resistente Resistente
Levofloxacino >4 Resistente Resistente
Linezolid >256 Resistente Resistente
Penicilina >8 No interpretado Resistente
Teicoplanina 96 Resistente Resistente
Tetraciclina >8 No interpretado Resistente
Vancomicina >256 Resistente Resistente

En base a los dos laboratorios utilizados para el valor asignado, la cepa de E. faecium remitida presentaba como

caracteristica fenotipica especial el ser resistente a los glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) con el fenotipo

VanA, confirmado con la deteccion del gen vanA.
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PARTICIPACION

La cepa problema fue enviada a los 237 centros inscritos en Bacteriologia, de los que 224 remitieron hoja de
respuesta, todos ellos con respuestas valorables. Asi, el porcentaje de participacion fue del 94,5%, similar al del

ultimo control (92,0%).
IDENTIFICACION

El Programa de Control de Calidad SEIMC Unicamente consideré respuesta valida la identificacion correcta de
género y especie (E. faecium). Como se puede observar en la tabla 2, la gran mayoria de los centros participantes

(210, el 93,8%) identificaron correctamente la especie de la cepa control.

Tabla 2. Resultados de la identificacion bacteriana.

Identificacion Numero %

Enterococcus faecium 210 93,8
Enterococcus casseliflavus 9 41
Enterococcus faecalis 2 0,9
Alcaligenes faecalis 1 0,4
Corynebacterium jeikeium 1 0,4
Género Enterococcus 1 0,4
Total 224 100,0

METODOS Y MARCAS EMPLEADOS EN LA IDENTIFICACION

En este control, el 60,7% de los centros (136) emplearon la espectrometria de masas para la identificacion, de los
que 115 (51,4%) la usaron como unico método. Las técnicas comerciales fueron utilizadas por 98 centros (el
43,8%) y como unico método diagndstico por el 30,4% de los mismos. En cuanto a las pruebas manuales, fueron
informadas por 10 laboratorios (4,5%), 2 de ellos (0,9%) de forma unica. Por ultimo, 8 centros (3,6%) realizaron
una aglutinacién frente a los antigenos de Lancefield, mientras que hubo 2 centros (0,9%) que recurrieron a un
estudio de secuenciacion para identificar la cepa, uno de ellos mediante secuenciacion de ultima generacion. La

totalidad de los métodos informados se detalla en la tabla 3.
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Método Numero %
Espectrometria de masas 115 51,4
Comercial 68 30,4
Comercial + espectrometria de masas 16 7,2
Manual + comercial 6 2,7
Comercial + aglutinacién 5 2,2
Comercial + inmunocromatografia 3 1.4
Espectrometria de masas + aglutinacién + PCR 2 0,9
Manual 2 0,9
Manual + espectrometria de masas 2 0,9
Espectrometria de masas + aglutinacion 1 0,4
PCR a tiempo real 1 0,4
Secuenciacion 1 0,4
Secuenciacion de ultima generacion (NGS) 1 0,4
No informa 1 0,4
Total 224 100,0

Los sistemas comerciales utilizados para la identificacién se muestran en la tabla 4. Los mas empleados fueron el
MALDI-TOF de Bruker (89 centros), seguido del MALDI-TOF de VITEK® MS (45 centros) y de las tarjetas VITEK®

2 (45 centros), ambos bioMérieux.

Tabla 4. Sistemas comerciales utilizados en la identificacion.

Marca comercial Numero % uso % acierto
MALDI-TOF (Bruker) 89 40,6 95,5
MALDI-TOF (VITEK® MS) 45 20,5 100,0
VITEK® 2 (bioMérieux) 45 20,5 100,0
MicroScan (Beckman Coulter) 36 16,5 77,8
API® 20 STREP (bioMérieux) 2 0.9 100,0
BD Phoenix™ 1 0,5 100,0
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FilmArray® (bioMérieux) 1 0,5 100,0

Total 219 100,0 94,5

La capacidad de los sistemas comerciales empleados mayoritariamente para identificar la cepa se resume en la
tabla 5. Todos ellos, con la excepcion del panel MicroScan, obtuvieron un excelente indice de aciertos para la
identificacion de E. faecium. Respecto a los paneles MicroScan, 8 de los 36 centros que emplearon este sistema

(22,2%) respondieron errébneamente la especie Enterococcus casseliflavus.

Tabla 5. Resultados de identificacion de E. faecium con los sistemas comerciales mas empleados?.

Sistema Numero E. faecium E. casseliflavus E. faecalis Otras
identificaciones

MALDI-TOF (Bruker) 89 85 (95,5) 1(1,1) 1(1,1) 2(2,3)
MALDI-TOF (VITEK® MS) 45 45 (100,0) 0 0 0
VITEK® 2 (bioMérieux) 45 45 (100,0) 0 0 0
MicroScan (Beckman Coulter) 36 28 (77,8) 8 (22,2) 0 0

2Los numeros entre paréntesis indican porcentajes sobre el total de ensayos para cada sistema comercial.

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Para el analisis de las pruebas de sensibilidad se tuvo en cuenta a los 222 centros que realizaron una
identificacion minima de género Enterococcus. De ellos, 2 laboratorios no realizaron el estudio de sensibilidad,
mientras que otro centro no introdujo ningun antibiético en la nueva aplicacion, por lo que se analizaron un total de

219 antibiogramas.

El nimero de participantes que determiné la CMI mediante una técnica automatizada de microdilucion en caldo fue
de 213 (97,3%), empleandose como método unico en el 63,0% de los casos. Hubo 67 laboratorios (30,6%) que
utilizaron las tiras de gradiente de concentracion, de forma aislada por un solo centro (0,5%). La técnica de difusion

en disco-placa fue realizada por 28 de los centros (12,8%), de los cuales un 1,3% fue de forma Unica (tabla 6).

Tabla 6. Métodos empleados en el antibiograma.

Método Numero %

Microdilucion 138 63,0
Microdilucién + tiras de gradiente de concentracion 52 23,7
Microdilucién + disco-placa + tiras de gradiente de concentracion 13 6,0
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Disco-placa

Disco-placa + tiras de gradiente de concentracion
Tira de gradiente de concentracion

Total

10
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4,6
1,3
0,9
0,5

100,0

Los sistemas mas utilizados para la obtencion de la CMI mediante los métodos de microdilucion y tiras de

gradiente de concentracion fueron los paneles MicroScan (50,9%), seguidos de las tarjetas VITEK® 2 (43,8%). El

conjunto de las marcas que se emplearon se detalla en la tabla 7.

Tabla 7. Marcas empleadas en el antibiograma

Marca Numero %
MicroScan (Beckman Coulter) 107 50,9
VITEK® 2 (bioMérieux) 92 43,8
BD Phoenix™ (Becton Dickinson) 8 3,8
Etest® (bioMérieux) 1 0,5
MIC Test Strip (Liofilchem®) 1 0,5
Sensititre™ (Thermo Fisher) 1 0,5
Total 210 100,0
2Indicar

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS CUALITATIVOS DE LOS PARTICIPANTES

Se solicit6 a los participantes que categorizaran tal cual el valor obtenido en el antibiograma (halo de inhibicion o

CMI) y, en el caso de que quisieran realizar una lectura interpretada de los resultados obtenidos para algunos

antibidticos que no se correspondiera con el patrén de resistencia intrinseca del microorganismo estudiado, que

ésta la consignaran en el apartado de comentarios y no en la tabla de respuesta.

Asi, de los 219 laboratorios que realizaron antibiograma con la identificacion minima de género Enterococcus, 204

(93,2%) utilizaron los criterios del EUCAST vy los 15 restantes (6,8%) los del CLSI. Estos datos se muestran en la

tabla 8.
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Tabla 8. Criterios seguidos para la interpretacion de los resultados.

11 /7P P 1017

Marca Numero %

EUCAST 204 93,2
CLsI 15 6,8
Total 219 100,0

En la tabla 9 se resumen los resultados de las pruebas cualitativas de sensibilidad cuando el niumero de

respuestas para un determinado antibidtico fue igual o superior a 30. En total, se han recibido resultados

correspondientes a 39 antibioticos diferentes, pero tan solo 18 fueron informados por 30 o mas participantes.

Los antibiéticos informados por los participantes para los que no se dispone de valor asignado no son evaluados

por parte del Programa CCS, por lo que aparecen en este AR so6lo a modo informativo, sin efectos de

comparacion.

En el estudio de sensibilidad, el Programa CCS considera como resultados NO aceptables, los errores maximos

de categorizacion (resultado obtenido en la categoria de sensible siendo el valor asignado resistente).

Tabla 9. Resultados cualitativos de sensibilidad a los antibiéticos.

Categorizacion?

Antibictico N® Sensible/ Intermedio/ Resistente . No _ Evid_er_1cia
SDE SEI/SDD interpreta  insuficiente
Amoxicilina-clavulanato 36 0 0 36 (100,0) 0 0
Ampicilina 204 0 0 204 (100,0) 0 0
Ciprofloxacino 101 0 0 99 (98,0) 2 (2,0) 0
Cotrimoxazol 30 4 (13,3) 16 (53,3) 5(16,7) 2 (6,7) 3(10,0)
Daptomicina 94 28 (29,8) 12 (12,7) 28 (29,8) 15 (16,0) 11 (11,7)
Eritromicina 64 0 0 63 (98,4) 0 1(1,6)
Estreptomicina de alta carga 101 5(5,0) 0 96 (95,0) 0 0
Fosfomicina 37 34 (91,9) 0 1(2,7) 2(54) 0
Gentamicina de alta carga 128 0 0 128 (100,0) 0 0
Imipenem 83 0 1(1,2) 82 (98,8) 0 0
Kanamicina 500 31 0 0 31 (100,0) 0 0
Levofloxacino 114 0 0 112 (98,2) 2(1,8) 0
Linezolid 208 4 (1,9) 1(0,5) 202 (97,1) 1(0,5) 0
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Penicilina 32 0 0 32 (100,0) 0 0
Quinupristina-dalfopristina 86 60 (69,7) 24 (27,9) 1(1,2) 1(1,2) 0
Teicoplanina 202 1(0,5) 0 201 (99,5) 0 0
Tigeciclina 117 114 (97,4) 0 2(1,7) 1(0,9) 0
Vancomicina 211 1(0,5) 0 210 (99,5) 0 0

2Los numeros entre paréntesis indican porcentajes sobre el total de ensayos para cada antibidtico. Abreviaturas: SDE
(Sensible dosis estandar), SEI (Sensible con exposicion incrementada, SDD (Sensible dosis dependiente).

De forma mayoritaria, los participantes mostraron unos resultados concordantes con el valor asignado del estudio
de sensibilidad para todos los antibiéticos, con algunos errores anecddticos, y con la uUnica excepcién de la
daptomicina, en la que se observé una moderada discrepancia entre los centros. Segun el valor asignado del
antibiograma (en base a dos laboratorios que actuaron de referencia) la cepa presentaba una CMI de 4 pL para la
daptomicina. Segun los criterios del CLSI, este valor de la CMI corresponde a sensible dosis dependiente, pero
con una dilucion mayor ya seria resistente. Segun los criterios de EUCAST, la interpretacién seria evidencia

insuficiente independientemente del valor de la CMI.

CARACTERISTICA FENOTIPICA ESPECIAL

Como ya se ha mencionado, la cepa de E. faecium remitida era resistente a los glucopéptidos ya que era
portadora del gen vanA. Adicionalmente, también presentaba resistencia al inezolid. De los 219 laboratorios con la
identificacion minima de género Enterococcus que hicieron antibiograma, 129 (el 58,9%) realizaron uno o mas

comentarios acerca de la resistencia de esta cepa. El conjunto de estos comentarios se resume en la tabla 10.

Los comentarios mas frecuentes fueron que la cepa presentaba el fenotipo VanA (71 centros, el 32,4%), o que

manifestaba el fenotipo VanA junto con resistencia a la linezolid (25 centros, el 11,4%).

Tabla 10. Deteccion de la caracteristica fenotipica especial.

Marca Numero %
Fenotipo VanA / genotipo vanA 71 32,4
Fenotipo VanA y resistencia a linezolid 25 11,4
Cepa resistente a los glucopéptidos 10 4,5
Cepa resistente a los glucopéptidos y a linezolid 10 4,5
Cepa multirresistente / panresistente 7 3,2
Genotipo vanAlvanB 5 2,3
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Genotipo vanAlvanB y resistente a linezolid 1 0,5
No informa 90 411
Total 219 100,0

UTILIZACION DE UN LABORATORIO EXTERNO

Respecto a la necesidad de utilizar un laboratorio externo para la identificacion de la cepa o para el estudio de
sensibilidad, de los 224 participantes que enviaron hoja de respuesta con datos analizables se obtuvieron los
siguientes datos: 215 laboratorios (96,0%) afirmaron no haberlo utilizado, 5 centros (2,2%) si lo requirieron y los 4

restantes (1,8%) lo emplearon sélo parcialmente.

COMENTARIOS DE LOS PARTICIPANTES

Ademas de los comentarios expuestos anteriormente, 11 centros efectuaron recomendaciones terapéuticas,
principalmente el tratamiento con daptomicina a altas dosis, tigeciclina o quinupristina/dalfopristina. Seis centros

recomendaron el aislamiento del paciente.

Por ultimo, respecto al mecanismo de resistencia al linezolid de la cepa, 5 centros comentaron que poseia el gen

optrA mientras que 4 centros sefialaron que la deteccion del gen cfr habia sido negativa.

Madrid, 18 de agosto de 2022

Concepcion Gimeno Cardona

Coordinadora del Programa de Control de Calidad SEIMC

Nota: todos los comentarios o sugerencias generales, clinicas, microbioldgicas o terapéuticas que los participantes han
considerado oportuno indicar no son objeto de evaluacion por parte del Programa CCS, por lo que este aspecto esta fuera del
alcance de la acreditacion por ENAC.
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Nota: las actividades subcontratadas por el Programa CCS son la tipificacion de las cepas, necesaria para que desde el
Programa se establezca el valor asignado a partir del consenso de resultados de dos laboratorios expertos, y los estudios de
homogeneidad y estabilidad de las muestras provenientes de cada uno de los lotes, siguiendo una estricta programacién de
tareas. Si en un determinado momento se necesita subcontratar otras actividades diferentes a las indicadas se informara
debidamente.

Cumpliendo con los requerimientos de la norma ISO/IEC 17043, las actividades subcontratadas que afectan a los resultados de
las pruebas solicitadas y a los estudios de homogeneidad y estabilidad son realizadas por colaboradores externos, acreditados
por la norma ISO 15189 o evaluados previamente por el Programa CCS segun los criterios de la norma ISO 15189.

Nota: si los datos anteriores son incorrectos o consideran oportuno apelar los resultados, rogamos se dirijan a la Secretaria del
Programa CCS.
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