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BD BBL™ CHROMagar™ CPE

USO PREVISTO

BD BBL CHROMagar CPE es un medio de deteccion cromdgeno selectivo para la deteccion de
Enterobacteriaceae (enterobacteridceas) productoras de carbapenemasas (CPE). Las muestras
adecuadas son las torundas rectales y perianales y otros tipos de muestras clinicas (véase
Tipos de muestras). Asimismo, el medio permite identificar E. coli sin necesidad de realizar
mas pruebas de confirmacion y detectar los grupos de organismos Klebsiella-Enterobacter-
Citrobacter-Serratia y Proteus-Morganella-Providencia. Es preciso efectuar pruebas adicionales
para confirmar que las cepas aisladas que se obtienen en este medio son productoras de
carbapenemasas.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

La resistencia a antibiéticos carbapenémicos de las bacterias gramnegativas es un problema
creciente en las infecciones nosocomiales. Esta resistencia puede deberse a diversas causas
pero la méas habitual es la dispersién mundial de bacterias productoras de carbapenemasas que
son capaces de hidrolizar no solo los antibiéticos carbapenémicos sino también otros
antibidticos betalactdmicos. Los genes que codifican las carbapenemasas normalmente se
encuentran en plasmidos que también pueden transmitirse a otras especies. El procedimiento
diagnostico es complejo y, por tanto, es de suma importancia acelerar y simplificar en la medida
de lo posible el proceso de deteccidén de estas bacterias resistentes a los antibiéticos
carbapenémicost3.

BBL CHROMagar CPE se basa en BBL CHROMagar Orientation (Orientacion BBL CHROMagar),
gue desarroll6 originalmente A. Rambach, CHROMagar (Paris, Francia). BD, bajo un contrato
de licencia, ha optimizado esta formulacién utilizando propiedad intelectual patentada para la
fabricacion del medio preparado en placa BBL CHROMagar Orientation. En el medio

BBL CHROMagar Orientation, peptonas seleccionadas especialmente suministran los
nutrientes. La mezcla de cromégenos esta formada por sustratos artificiales (cromégenos) que
liberan compuestos de colores diferentes al ser degradados por enzimas microbianas
especificas, por lo que se asegura la diferenciacion directa de determinadas especies o la
deteccidn de ciertos grupos de organismos, con solo un minimo de pruebas de confirmacion.
Mediante el desarrollo de diferentes colores, el medio cromoégeno incluido en BBL CHROMagar
CPE permite detectar facilmente cultivos mixtos de bacterias gramnegativas e identificar E. coli
(color rosado a malva) sin pruebas de confirmacién adicionales, asi como detectar los grupos
de organismos Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia (color azul a azul verdoso) y
Proteus-Morganella-Providencia (colonias incoloras a color tostado y color tostado a azul claro
rodeadas de aureolas marrones) y otros géneros (que aparecen en color natural).

Ademas, BBL CHROMagar CPE contiene un antibiético carbapenémico en una concentracion
adecuada para permitir la deteccién de resistencia, asi como otros agentes selectivos para
inhibir la flora acompafante presente en la muestra. Las bacterias gramnegativas, como las
enterobacteridceas, y los organismos no fermentadores produciran crecimiento en el medio

si son resistentes a los agentes antimicrobianos incluidos.

La deteccion fenotipica convencional de los patdgenos productores de carbapenemasas
requiere el aislamiento de la cepa en un cultivo puro o en un medio no selectivo, seguido de
diversas pruebas de sensibilidad para determinar el tipo de resistencia; este método es costoso
y laborioso.
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Cuando se utiliza BBL CHROMagar CPE, la muestra se siembra en estrias en el medio.
Después de incubar la muestra durante la noche (18-24 horas), el crecimiento de una cepa
aislada en el medio es un indicador muy concluyente de la presencia de enterobacteriaceas.
Esto debe confirmarse mediante pruebas de sensibilidad, métodos moleculares o métodos
fenotipicos si es necesario.

En comparacién con el aislamiento no selectivo seguido de pruebas de sensibilidad, el uso de
este producto reduce la carga de trabajo y el tiempo de deteccion de CPE.

REACTIVOS
BBL CHROMagar CPE
Férmula* por litro de agua purificada

Cromopeptona 16,1 g
Mezcla cromdgena 1,3
Agentes selectivos 0,23
Agar 15,0
pH 6,8 +£0,2

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

PRECAUCIONES

Solamente para uso profesional. @

No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacion microbiana, decoloracion,
deshidratacion, grietas o cualquier otro signo de deterioro.

Consultar los procedimientos de manipulacién aséptica y desecho del producto usado y los
riesgos bioldgicos en el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO.

ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, almacenarlas en el envase original en un lugar oscuro que se encuentre
a una temperatura de 2 a 8 °C hasta el momento de usarlas. Evitar la congelacion y el
sobrecalentamiento. Las placas pueden inocularse hasta la fecha de caducidad (véase la
etiqueta del paquete) e incubarse durante los periodos de incubacion recomendados.

Las placas de pilas abiertas de 10 unidades pueden utilizarse durante una semana si se
conservan en lugar limpio y oscuro a una temperatura de 2 a 8 °C. Reducir al minimo la
exposicion alaluz antes y durante la incubacidn, dado que la luz puede destruir los
cromogenos.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

Inocular muestras representativas con las cepas siguientes en el medio (para obtener mas
datos, véase Tipos de muestras y Procedimiento de analisis). Incubar las placas,
preferiblemente en posicion invertida, a temperatura de 35 a 37 °C en atmadsfera aerobia
durante un plazo de 18 a 24 horas.

Cepas Resultados de crecimiento

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705
(productor de KPC)

Crecimiento moderado a excelente; colonias
de color azul a azul verdoso

Klebsiella pneumoniae NCTC 13443
(productor de NDM-1)

Crecimiento moderado a excelente; colonias
de color azul a azul verdoso

Escherichia coli NCTC 13476
(productor de IMP)

Crecimiento moderado a excelente; colonias
de color rosado a malva

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Inhibicién completa

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Inhibicién completa

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Inhibicién completa

Candida albicans ATCC 60193

Inhibicién completa

Sin inocular

De incoloro a ambar muy claro, transparente

(puede contener hasta una cantidad moderada

de pequefias particulas)
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PROCEDIMIENTO
Materiales suministrados
BBL CHROMagar CPE (biplacas Stacker de 90 mm). Con control microbiolégico.

Materiales requeridos pero no suministrados
Medio de cultivo auxiliar, reactivos y el equipo de laboratorio.

Tipos de muestras

Este producto se utiliza principalmente en la deteccion de la colonizacion por cepas
productoras de carbapenemasas con el fin de facilitar la prevencion y el control de las
infecciones por CPE en entornos sanitarios, especialmente en unidades de cuidados
intensivos. Aunque se usa principalmente en torundas rectales y perianales, también se

puede emplear con muestras clinicas obtenidas de otras partes del cuerpo que supuestamente
contengan enterobacteriaceas productoras de carbapenemasas. Se recomienda utilizar
dispositivos de transporte aprobados para recoger las muestras clinicas microbioldgicas.

Es preciso seguir los procedimientos recomendados por el fabricante del dispositivo de
transporte*S.

Asimismo, se puede utilizar en el subcultivo de posibles cepas productoras de CPE de otro
medio. No se recomienda llevar a cabo la inoculacion directa con colonias. Para evitar la
inoculacién por exceso, las colonias tienen que suspenderse en solucion salina en primer lugar
(véase Procedimiento de andlisis) y, a continuacion, un asa llena debe sembrarse en estrias
en cada medio.

Procedimiento de analisis

BBL CHROMagar CPE debe inocularse directamente desde la torunda, sin preenriquecimiento,
o desde una colonia aislada suspendida en solucion salina para conseguir una turbidez de
McFarland aproximada de 0,5. La inoculacion directa de las colonias aisladas no se recomienda
debido a que el alto nivel del in6culo puede excepcionalmente generar resultados positivos
falsos.

Inocular la muestra con una torunda o un asa en el medio BBL CHROMagar CPE vy efectuar la
siembra en estrias para su aislamiento con la ayuda de un asa. Para obtener colonias aisladas
con su aspecto tipico debe respetarse rigurosamente el siguiente procedimiento de inoculacion.
Una inoculacion insuficiente o la inoculacion de toda la superficie del medio con torundas
solamente (sin utilizar asas para la siembra en estrias para el aislamiento) puede dar lugar a
resultados incorrectos o causar que la placa sea ilegible. No inocular mas de una muestra por

placa.

Procedimiento de inoculacion e incubacion:

1. Extender la torunda de muestra en un area pequefia del medio BBL CHROMagar CPE:
No inocular en exceso. Extraer la torunda del medio y volver a introducir la torunda en el
tubo de muestra.

2. Con ayuda de asas, terminar de realizar la siembra en estrias en la placa. Sembrar en
estrias para aislamiento. Primero completar la primera zona de siembra en estrias y
efectuar la siembra en estrias en la segunda y tercera zonas del medio.

3. Incubar en atmosfera aerobia a una temperatura de 35 a 37 °C durante 18 a 24 horas,
preferiblemente en posicién invertida (lado del medio hacia arriba). No incubar durante
mas tiempo ni en una atmdésfera enriquecida con diéxido de carbono.

Evitar la exposicion alaluz durante laincubacién, dado que asi se podrian
destruir los cromégenos. Una vez que los colores de las colonias se hayan
desarrollado, se pueden exponer a la luz.

4. Leer las placas como se describe en Resultados e interpretacion.

En funcién del tipo y la finalidad de la muestra, también se puede inocular otro medio para
permitir la deteccién completa de todos los patégenos que contiene. En ese medio se incluye,
al menos, la placa de agar sangre no selectiva.
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Resultados e interpretacion

Tras la incubacion, en las muestras que contengan cepas aisladas resistentes a los inhibidores
incluidos en el medio se producira crecimiento. Las placas deben mostrar colonias aisladas en
las zonas en las que el inéculo se diluyé apropiadamente. Es preciso realizar pruebas de
sensibilidad adecuadas o utilizar métodos moleculares o fenotipicos para confirmar la presencia
de cepas productoras de CPE.

La ausencia de crecimiento en el medio indica que la muestra no contiene cepas resistentes a
los agentes antimicrobianos incluidos en el medio.

Tener en cuenta que la decoloracién del medio sin colonias visibles (lo que puede ocurrir si el
medio se ha inoculado en exceso con muestras de heces o con cargas bacterianas
excesivamente altas) se considera un resultado negativo (véase también Limitaciones del
procedimiento).

Diferenciacion y/o identificacion de las colonias aisladas por color y aspecto
Colonias de color rosado a rosa (malva): Escherichia coli; la prueba de indol adicional en
la que se utiliza BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers (cuentagotas para el reactivo
de indol BD BBL DMACA) (n° de cat. 261187) se puede realizar en papel de filtro para
confirmar la presencia de E. coli (positivo para indol). No aplicar el reactivo de indol a la
superficie del medio.
Nota: Se ha observado que algunas cepas de Citrobacter freundii producen colonias de color
violeta a lila en BBL CHROMagar CPE. Se recomienda someter esas cepas a identificacion
bioquimica.

Colonias de color azul a azul verdoso que pueden o no estar rodeadas de una zona de
color rosa a malva: Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter u otras. Para efectuar la
identificacion se necesitan mas pruebas. Para obtener detalles, consultar las instrucciones de
uso de BBL CHROMagar Orientation (véase
http://www.bd.com/europe/requlatory/documents.asp#1FU).

Colonias de incoloras a color tostado y de color tostado a azul con aureolas marrones
extendiéndose en el medio: cepas Proteus, Morganella, Providencia. Para completar la
identificacidn se necesitan mas pruebas. Para obtener detalles, consultar las instrucciones de
uso de BBL CHROMagar Orientation (véase
http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU).

Excepcionalmente, Pseudomonas aeruginosa puede producir un pigmento marrén difusible
gue la asemeja a Proteus. Para diferenciarla se puede efectuar prueba de oxidasa (véase
abajo).

Colonias incoloras: Realizar una prueba de oxidasa: si es positiva y presenta el color
afrutado tipico junto con el color verdoso o azulado o pigmentacion marrén (debido al propio
pigmento del organismo) se detecta - Pseudomonas aeruginosa. Se recomienda utilizar
BD Oxidase Reagent Droppers (cuentagotas para el reactivo de oxidasa BD) (n° de cat.
261181) en esta prueba. Realizar la prueba de oxidasa en papel de filtro como se describe
en las instrucciones de uso de esta prueba, pero no en las colonias de la placa. Se
recomienda obtener la confirmacion mediante pruebas adicionales.

Para determinar el patron exacto de resistencia, debe comprobarse la sensibilidad de las
cepas aisladas de P. aeruginosa de este medio con métodos aprobados. Si el resultado de la
prueba de oxidasa es negativo o ambiguo, realizar la identificacion bioquimica completa. Las
colonias incoloras oxidasa negativas pueden incluir organismos no fermentadores, como
Acinetobacter, o enterobacteridceas que no metabolizan ninguno de los cromégenos
incluidos, como Salmonella.

Cultivos mixtos en la placa BBL CHROMagar CPE: normalmente pueden reconocerse y
diferenciarse entre si mediante los distintos colores de las colonias. Por ejemplo, un cultivo
mixto de Klebsiella y E. coli debe presentar colonias de color azul (Klebsiella) y colonias de
color rosa a malva (E. coli).
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Examinar la placa para determinar si presenta colonias de distintos tipos y colores.
Se recomienda hacer subcultivos en BBL CHROMagar CPE cuando se detectan colonias
de mas de dos tipos o colores diferentes en la placa.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
BBL CHROMagar CPE es un medio de deteccién crombgeno selectivo para la identificacion
directa y la diferenciacion de enterobacteriaceas productoras de carbapenemasas (CPE). El
medio permite la identificacion bioquimica directa de las colonias resistentes de E. coli, asi
como la diferenciaciéon de otras enterobacteriaceas por el color de la colonia. La levaduras y las
bacterias grampositivas se suelen inhibir.®

Es preciso efectuar pruebas adicionales para confirmar que las cepas aisladas que se obtienen
en este medio son productoras de carbapenemasas.

Evaluacién de rendimiento externa

En una evaluacién externa de rendimiento, se analizaron 227 muestras clinicas (formadas por
174 muestras rectales y 6 muestras perianales, 10 torundas orales/faringeas, 9 torundas
nasales y 28 muestras de otros tipos) en el medio mediante la siembra en estrias en el medio
directamente desde el medio de transporte de muestras. De estas 227 muestras, 21 fueron
positivas para CPE y 206 negativas segun se determindé mediante el método interno (métodos
fenotipicos y moleculares). En BBL CHROMagar CPE se determin6 una sensibilidad del
100% y una especificidad del 94%.’

Evaluaciéon de rendimiento interna

En una validacion interna, se analizaron 274 cepas bien caracterizadas procedentes de distintas
regiones geograficas. Estas constaban de 183 cepas de CPE (incluidas cepas de clase A de
Ambler: 57 KPC, 2 SME; clase B de Ambler: 39 NDM, 14 VIM, 11 IMP; clase D de Ambler:

53 OXA-48, 1 OXA-162, 2 OXA-163, 4 OXA-181) y 91 cepas no CPE (69 ESBL, 2 deficientes en
porinas, 12 AmpC, 1 OXY-1, 7 de tipo natural). BBL CHROMagar CPE mostré una sensibilidad
general del 94,5% y una especificidad del 92,3%. Las sensibilidades individuales para las
carbapenemasas de clase A, B y D (segun la clasificacion Ambler) fueron del 96,6%, 90,6% y
96,7%, respectivamente. El medio detectd correctamente todos los productores de OXA-48
analizados (clase D de Ambiler).8

Limites de deteccién (Limit of Detection, LOD)

Se evalu6 BBL CHROMagar CPE para determinar el limite de deteccion (LOD) de las cepas
productoras de carbapenemasas. Se evalu6 la recuperacion de cuatro cepas (K. pneumoniae
NCTC 13438, K. pneumoniae NCTC 13443, E. coli NCTC 13476 y E. coli ENF 18034) en

BBL CHROMagar CPE. Se utilizaron placas no selectivas agar Columbia con un 5% de
sangre ovina para determinar la concentracién del organismo, expresada en unidades
formadoras de colonias (UFC), para cada dilucién. EI LOD de BBL CHROMagar CPE oscilaba
entre 16 y 31 UFC/mL (promedio de 23,5 UFC/mL) tras 24 horas de incubacion.?

Deteccidn de resistencia
En BBL CHROMagar CPE se detectaron cepas con los siguientes tipos de resistencia®:

Tabla 1: Cepas analizadas y tipos de resistencia detectados en BD BBL CHROMagar CPE.

Cepa Clase de Carbapenemasa
carbapenemasa
(clasificacion
de Ambler)
Acinetobacter baumanii Clase B NDM-1, NDM-2
VIM
IMP-1
SIM-1
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Clase D

OXA-23, OXA-24, OXA-40, OXA-51, OXA-58,
OXA-64, OXA-72, OXA-91, OXA-97, OXA-143

Acinetobacter sp. Clase B VIM-4
Acinetobacter junii Clase B IMP-1
Citrobacter freundii Clase A KPC-2, KPC-3
Clase B NDM-4
IMP-4
Clase D OXA-48, OXA-181
Citrobacter koseri Clase D OXA-48
Klebsiella pneumoniae Clase A KPC, KPC-1, KPC-2, KPC-3
Clase B NDM, NDM-1
VIM, VIM-1, VIM-4, VIM-19
IMP-1, IMP-4, IMP-8
Clase D OXA-48, OXA-162, OXA-163,
OXA-181
Klebsiella oxytoca Clase A KPC-2, KPC-3
Clase B VIM, VIM-4
Escherichia coli Clase A KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4, KPC-5
Clase B NDM, NDM-1, NDM-4
VIM, VIM-4, VIM-19
IMP, IMP-1, IMP-8
Clase D OXA-48
Enterobacter asburiae Clase A IMI-2
Enterobacter cloacae Clase A KPC, KPC-2, KPC-3, KPC-4
Clase B NDM, NDM-1, NDM-4
VIM-4
IMP-8
Clase D OXA-48, OXA-163
Enterobacter sp. Clase B NDM
Proteus mirabilis Clase B NDM-1
Providencia rettgeri Clase B NDM, NDM-1
Clase D OXA-48, OXA-181
Providencia stuartii Clase B NDM-1
Pseudomonas aeruginosa Clase A KPC-2, KPC-5
Clase B VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-13
IMP-7
Salmonella spp. Clase B IMP-4
Serratia marcescens Clase A KPC, KPC-2
SME-1, SME-2
Clase B IMP-1
Clase D OXA-48

Limitaciones del procedimiento
No intentar inocular mas de una muestra por placa.
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Mientras que la identificacion bioguimica en el nivel de especies o grupos (a partir de las
reacciones cromogenas del medio) es definitiva, la resistencia debe confirmarse con métodos
aprobados.

Para identificar las colonias aisladas de color azul, azul verdoso e incoloras en el nivel de
especies deben realizarse pruebas bioquimicas.

Algunas bacterias grampositivas pueden ser resistentes a los inhibidores y pueden crecer en
el medio.

Bacilos gramnegativos resistentes a antibiéticos carbapenémicos no enterobacterianos (es
decir, Acinetobacter spp. y Pseudomonas spp.) pueden crecer (mostrandose en su color
natural). No se recomienda ignorar las cepas aisladas con colonias incoloras durante la
deteccion de organismos resistentes a antibiéticos carbapenémicos en este medio. Realizar
una prueba de oxidasa con estas cepas aisladas. Si la prueba es negativa, efectuar una
identificacion bioquimica completa de la cepa aislada. Consulte PROCEDIMIENTO —
Resultados e interpretacion para obtener informacion adicional sobre diferenciacion.

Aunqgue se ha afiadido un inhibidor de productores de ampC, crecera un determinado
porcentaje de esas cepas. Por consiguiente, BBL CHROMagar CPE se utiliza para la
deteccién y no para la identificacién final de productores de carbapenemasas. Para
determinar el tipo exacto de resistencia que expresan las cepas aisladas, es preciso realizar
pruebas de sensibilidad especificas o utilizar métodos moleculares concretos.

Como el aislamiento de cepas de CPE depende del nUmero de organismos presentes en la
muestra, la obtencion de resultados fiables depende de la recogida, la preparacion y el
almacenamiento correctos de las muestras (véase PROCEDIMIENTO - Tipos de muestras).

Una carga bacteriana densa y/o algunas muestras pueden producir un colorido no especifico
del area principal del medio sembrada en estrias. Esto puede dar lugar a que el medio
presente una coloracion malva, morada, verde o azul o una ligera sombra en la superficie del
medio, pero _que carezca de colonias definidas. Esto debe interpretarse como negativo.

No incubar menos de 18 horas, ya que puede dar lugar a colonias pequefios o a una coloracién
de colonias mas débil; el tiempo de incubacion ideal es de 18 a 24 horas. La incubacion no
debe prolongarse durante mas de 28 horas; en el caso de cultivos mixtos, una incubacién mas
larga puede dar lugar a colonias fluorescentes que sean dificiles de identificar y purificar.

Antes de utilizar BBL CHROMagar CPE por primera vez, se recomienda describir el aspecto
caracteristico de las colonias con cepas definidas, como las cepas mencionadas en
CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO.
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ENVASE/DISPONIBILIDAD
BD BBL CHROMagar CPE

N° de cat. Descripcion
257681 Medio en placa listo para usar, 20 placas

INFORMACION ADICIONAL
Para obtener mas informacion, péngase en contacto con su representante local de BD.

aal

Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8-12

69126 Heidelberg/Alemania

Teléfono: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
© 2019 BD. BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.
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