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A pesar de que la mayoria de los mecanismos de
resistencia implicados en las enterobacterias se conocen
con bastante detalle, quedan ain muchos aspectos por
determinar, especialmente cuando se intenta predecir la
respuesta clinica. El patron de resistencia observado en el
antibiograma de un microorganismo concreto debe ser

la suma del patrén de resistencia natural caracteristico
de la especie mas las resistencias adquiridas. El principal
mecanismo de resistencia a los betalactdmicos y
aminoglicésidos en enterobacterias es el enzimatico,
donde cada enzima reconoce un/os determinados
betalactamicos o aminoglicésidos, respectivamente.

Ello se traduce en un patrén de resistencia concreto que
permite deducir la/las enzimas implicadas. Sin embargo, la
resistencia enzimética no es el tnico mecanismo y muy
frecuentemente el patréon observado es multifactorial. La
resistencia a las quinolonas se debe a mutaciones
puntuales y secuenciales, que se pueden ir seleccionando
con fluoroquinolonas inicialmente activas e incrementar
escalonadamente su resistencia.
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Interpretive reading of the antibiogram of enterobacteria

Many of the resistance mechanisms of enterobacteria to
antimicrobial agents are well understood; nevertheless
several aspects remain unsolved, particularly with regard
to prediction of clinical response. The resistance pattern
observed in the antibiogram of a specific organism should
be the sum of the natural resistance pattern, characteristic
of the species, plus the acquired resistance. In
enterobacteria the principal mechanism of resistance to
beta lactams and aminoglycosides is enzyme production,
Each enzyme recognizes one or more specific beta lactam
or aminoglycoside, as a substrate. This translates as a
specific resistance phenotype that allows one to infer the
enzyme(s) implicated. Enzyme resistance is not, however,
the only mechanism of resistance to these agents; often
the pattern observed is multifactorial. Resistance to
quinolones is due to point and sequence mutations which
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may be selected by initially active fluoroquinolones and
cause a stepwise increase of resistance.

Key words: Enterobacteria. Determination of sensitivity.
Resistance.

Introduccion

El gran nimero de especies dentro de la familia de las en-
terobacterias conlleva una gran variabilidad de patrones de
sensibilidad natural. Esta diversidad se ve ademas incre-
mentada por la posibilidad de adquirir genes de resistencia,
tanto de microorganismos de la misma especie como de
otras. La adquisicién de multirresistencia puede llevar a la
ineficacia de la mayoria de los antimicrobianos utilizados en
la practica clinica’. Tal como quedo reflejado en el primer
trabajo de esta serie, realizar una lectura interpretativa de
los patrones de resistencia, tanto naturales como adquiridos,
presupone deducir el mecanismo de resistencia asociado a
un fenotipo y predecir asi la respuesta clinica a un determi-
nado antimicrobiano, haya sido éste evaluado in vitro o no?

La lectura interpretada del antibiograma en enterobac-
terias, a pesar de que la mayoria de los mecanismos de re-
sistencia implicados se conocen con bastante detalle, con-
tinda siendo objeto de discusiones, y quedan todavia
numerosos aspectos por determinar, sobre todo cuando se
intenta predecir la respuesta clinica®. En este sentido, de-
ben realizarse estudios clinicos para reconocer la repercu-
sion in vivo de estos patrones de resistencia.

En la presente revision se han recopilado diferentes opi-
niones aparecidas en la bibliografia, destacando las del
National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS)*, las del Comité de I’Antibiogramme de la Socie-
dad Francesa de Microbiologia (SFM)° y las de la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica (SEIMC)®.

Antes de realizar el antibiograma cabe plantearse cua-
les son los antimicrobianos a evaluar. EI NCCLS* y la
SEIMC® proponen una serie de antibi6ticos clasificados
en funcion de su interés terapéutico. La SFM sugiere dos
grupos, uno con los antimicrobianos necesarios para una
orientacion terapéutica y el otro, que contiene los antimi-
crobianos utilizados como alternativa en microorganismos
multirresistentes, los de utilidad para realizar un segui-
miento epidemiolégico y aquellos para ayudar en la inter-
pretacion del antibiograma®.

En la tabla 1 se propone una lista de antibiéticos a eva-
luar en enterobacterias, asociando los criterios seguidos
por los distintos comités, pensando principalmente en
aquellos Gtiles para la lectura interpretada del antibiogra-
ma. Cabe sefialar que cada centro hospitalario o laborato-
rio tiene una estructura funcional y unas prioridades que
hacen que varien los elementos disponibles para realizar
una lectura interpretada.
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TABLA 1. Clasificacion de los antimicrobianos que se deben
evaluar en las enterobacterias

Estandar Complementarios

Amoxicilina o ampicilina (A)
Amoxicilina-acido clavulanico (B)
Cefalotina/cefazolina (A)
Cefotaxima/ceftriaxona (B)
Ceftazidima (C)

Gentamicina (A)

Amicacina (B)

Acido nalidixico (D)
Ciprofloxacino/ofloxacino (B)
Norfloxacino (D)
Trimetoprim-sulfametoxazol (B, D)
Nitrofurantoina (D)

Ticarcilina (B)
Ticarcilina-acido clavulanico (B)
Piperacilina (B)
Piperacilina-tazobactam (B)
Cefuroxima (B)

Cefoxitina (B)

Cefepime (B)

Aztreonam (C)
Imipenem/meropenem (B)
Kanamicina (C)
Tobramicina (C)
Netilmicina (C)
Cloranfenicol (C)
Tetraciclina (C)

Sulfamidas (D)
Trimetoprim (D)

Colistina (C)*

Fosfomicina (B, D)

*Como ayuda en la identificacion.

Datos procedentes de la NCCLS? la SFM® y la SEIMCE: A: de forma
rutinaria; B: de forma rutinaria pero sélo informar en caso de resistencias
a antimicrobianos de la misma clase del grupo A o en situaciones
concretas; C: en situaciones muy concretas como multirresistencias

o brotes epidémicos; D: s6lo en caso de infeccion urinaria.

En la presente revisién se pretende indicar las bases
para realizar una lectura interpretada del antibiograma
en enterobacterias para las principales familias utilizadas
en la préctica clinica: betalactamicos, aminoglicosidos y
quinolonas, y de manera muy sucinta se detallaréan los
mecanismos de resistencia implicados.

Betalactamicos

La familia de los betalactamicos es una de las familias
de antimicrobianos mas numerosa y mas utilizada en la
practica clinica. A lo largo de los afios, se han ido incorpo-
rando nuevas moléculas con mayor actividad frente a los
bacilos gramnegativos, capaces de superar las resistencias
adquiridas frente a sus predecesores®.

Aunque la resistencia a los betalactamicos esta defini-
da por distintos mecanismos (produccion de enzimas, al-
teraciones de la permeabilidad, alteracion de la dianay,

presumiblemente, expresién de bombas de eliminacion ac-
tiva), el principal mecanismo de resistencia a betalactami-
cos en enterobacterias es el enzimatico, por produccion de
las betalactamasas. En esta revision, la interpretacion
del antibiograma se basara fundamentalmente en la pre-
sencia de dichas enzimas, aunque debe considerarse tam-
bién que en algunos casos la resistencia obedece a la aso-
ciacion de distintos mecanismos de resistencia. Un
ejemplo de esta Ultima situacién lo constituye las cepas
de Enterobacter, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
con sensibilidad disminuida o resistencia a carbapenemas.
En estos casos se observa una disminucion de la per-
meabilidad asociada a una hiperproduccion de la betalac-
tamasa cromosémica en Enterobacter o a una betalacta-
masa plasmidica de clase C en E. coli y Klebsiella”®; en
general, todas las enzimas de clase C presentan cierta ac-
tividad hidrolitica frente a carbapenemas, que no se mani-
fiesta fenotipicamente si no existe una alteracion si-
multanea de la permeabilidad’. En esta situacion de
disminucién de la permeabilidad es frecuente que también
se vean afectadas otras familias de antimicrobianos, como
cloranfenicol, trimetoprim o quinolonas, entre otros (ob-
servandose una disminucion discreta de la sensibilidad)™.

En la actualidad se han descrito betalactamasas capa-
ces de inactivar a la practica totalidad de betalactamicos
utilizados en terapéutica, y algunas de ellas, aunque difi-
ciles de detectar, han comportado fracasos terapéuticos.
Por ello, debe realizarse una cuidadosa lectura interpreta-
da del patrén de resistencia con una doble finalidad; por
un lado, no dar falsas sensibilidades y, por otro, llevar a
cabo un seguimiento de determinadas betalactamasas ca-
paces de difundir y producir brotes epidémicos.

En primer lugar se describirdn los fenotipos de resis-
tencia naturales de la mayoria de especies de interés clini-
co (tabla 2) y, posteriormente, se analizan los diferentes
patrones de resistencia adquiridos.

Fenotipos de resistencia natural

Todas las enterobacterias de interés clinico, con la Gnica
excepcion de Salmonellay muy probablemente de Proteus
mirabilis, son portadoras de una betalactamasa cromoso-
mica natural y propia de cada especie’*2 En la tabla 3 se
detallan los diferentes patrones de sensibilidad natural a
betalactdmicos esperados en funcion de la betalactamasa

TABLA 2. Patrones de resistencia natural en diferentes especies de enterobacterias (modificada de la SFM?)

Especies AMP AMC | TIC | C1G FOX | CXM | GM | TET | CHL NIT
Klebsiella R R
Citrobacter koseri R R
Citrobacter freundii R R R R r
Enterobacter cloacae R R R R r
E. aerogenes R R R R r
Serratia marcescens R R R r R R
Proteus mirabilis R R R
P. vulgaris R R R R R
Moraxella morganii R R R r R R R
Providencia stuartii R R R r R R R
Yersinia enterocolitica R R R R R R

AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulanico; TIC: ticarcilina; C1G: cefalosporinas de primera generacion; FOX: cefoxitina; CXM: cefuroxima;
GM: gentamicina; TET: tetraciclina; CHL: cloranfenicol y NIT: nitrofurantoina.
R, resistente; r, halos reducidos o concentracién minima inhibitoria (CIM) elevadas, pero dentro del rango de sensibilidad.
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TABLA 3. Principales patrones de resistencia a betalactamicos de mayor interés clinico en funcién
de la betalactamasa implicada

Fenotipo IAMP IAMC I TIC ‘ PIP l Ci1G l FOX | CXM I C3G; M l C4G ICARB| Incidencia? Observaciones

Grupo 1 (Escherichia coli, Shigella, Proteus mirabilis, Salmonella)

Natural S S S S S S S S S S Moderada Presencia de AmpC a niveles
basales en E. coli y Shigella.
Salmonella y Shigella son
clinicamente resistentes a
ClGyC2G

Natural - R R R R R R R rR S S Baja Presencia en E. coli y Shigella
de AmpC hiperproducida

Penicilinasa R S R r Sir S S S S S Moderada Las enzimas mas frecuentes son
TEM-1, TEM-2 y SHV-1
Informar como resistentes las
C1G excepto en infeccion del
tracto urinario (1TU)

Penicilinasa - R r R R R S S S S S Baja En caso de tratarse de SHV-1
puede llegar a afectar
ligeramente a la ceftazidima

BLEE R Sir R R R S R SIR SIR S Rara Considerar como resistente a las
C3G, monobactamas y C4G,
incluyendo probablemente
cefoxitina

IRT R R R R S S S S S S Rara
Cefamicinasas R R R R R R R rR S S Rara

Grupo 2 (Klebsiella, C. koseri)

Natural R S R r Sir S S S S S Alta En K. pneumoniae es por la
expresion de SHV-1 0 LEN, en
K. oxytoca por la K1y en
C. koseri por la betalactamasa
clase A
Informar como resistente las
C1G exceptoen ITU

K1 - R SIR R R R S r Sir S S Baja Cuando exista resistencia a
aztreonam se considerara la
categoria de resistente en las
C3G para las que se observe
sinergia con acido clavulanico

Penicilinasa - R r R R R S S S S S Baja La hiperproduccion de SHV-1
puede llegar a afectar
ligeramente a la ceftazidima

BLEE R Sir R R R S R SIR SIR S Rara Considerar como resistente
a las C3G y CA4G, incluyendo
probablemente cefoxitina

IRT R R R R S S S S S S Rara

Cefamicinasas R R R R R R R riR S S Rara

Grupo 3

Enterobacter, C. freundii

Natural R R S S R R r S S S Alta Por produccién de AmpC
inducible

Advertir la posible seleccion
de cepas resistentes a C3G
y monobactamas

Natural - R R R R R R R 'R S S Moderada Patrén indistinguible del de las
cefamicinasas plasmidicas

Natural + penicilinasa R R R R R R r S S S Moderada Las enzimas mas frecuentes son
TEM-1, TEM-2 y SHV-1
Advertir de la posible seleccion
de cepas resistentes a C3G
y monobactamas

BLEE R R R R R R R r'R S/IR S Rara Considerar como resistentes
a las C3G, monobactamas
y C4G

(Contintdia)
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TABLA 3. Principales patrones de resistencia a betalactamicos de mayor interés clinico en funcién

de la betalactamasa implicada (Continuacién)

Fenotipo

IAMP |AMC | TIC | PIP IClG ‘ FOX I CXM l C3G; M ‘ C4G ICARB‘ Incidencia?

Observaciones

S. marcescens, M. morganii, Providencia

Natural R R S S R r’iR R

Natural + penicilinasa R R R R R R R

Natural - R R R R R r’R R

Natural + BLEE R R R R R R R

P. vulgaris, P. penneri

Natural R S R S R S R

Natural + penicilinasa R S R R R S R

Natural - R S R R R S R

S S S Alta Por produccién de AmpC
inducible. Advertir de la
posible seleccién de cepas
resistentes a C3G

y monobactamas

Moderada Las enzimas mas frecuentes son
TEM-1, TEM-2 y SHV-1

Advertir de la posible seleccion
de cepas resistentes a C3G
y monobactamas

Baja Desrepresion de la expresion
de la AmpC

Considerar como resistentes las
C3G, monobactamas 'y C4G

r’iR SIR S Rara

Alta Por produccién de la
betalactamasa cromosémica

declase A

Alta Las enzimas mas frecuentes son

TEM-1, TEM-2 y SHV-1

Por hiperproduccién de la
betalactamasa cromosémica
declase A

Rara

AMP: ampicilina; AMC: amoxicilina-acido clavulanico; TIC: ticarcilina; PIP: piperacilina; C1G: cefalosporinas de primera generacién; FOX: cefoxitina;
CXM: cefuroxima; C3G: cefalosporinas de tercera generacion; M: monobactamas; C4G: cefalosporinas de cuarta generacion; CARB: carbapenemas;

- - hiperproduccion; S: sensible; R: resistente; r: halos reducidos o CIM elevadas con respecto al fenotipo salvaje, pero dentro del rango de sensibilidad.
3Rara: < 1%; baja: 1-15%; moderada: 15-75%; alta: > 75%. Esta incidencia puede oscilar en funcién de la poblacién estudiada. Datos del Hospital de la

Santa Creu i Sant Pau719.20:3738,

implicada. Estos fenotipos de sensibilidad pueden clasifi-
carse en 4 grupos.

El primer grupo (grupo 1), formado por E. coli, Shige-
Ila, Salmonella y P. mirabilis, presenta un fenotipo sensi-
ble a todos los betalactdmicos. Tanto E. coli como Shigella
son portadoras de una betalactamasa cromosémica de cla-
se C de Ambler™ que en su forma natural o salvaje se ex-
presa a nivel muy bajo, y no confiere resistencia de rele-
vancia clinica'

El segundo grupo (grupo 2), en el que se encuentran
Klebsiella, Citrobacter koseri y Citrobacter amalonaticus,
entre otras especies, presenta resistencia de bajo nivel a
aminopenicilinas (ampicilina) y carboxipenicilinas (ticar-
cilina) y sensibilidad disminuida o intermedia a ureidope-
nicilinas (piperacilina), manteniéndose sensibles a cefa-
losporinas, monobactamas (aztreonam), carbapenemas
(imipenem) y a las asociaciones con inhibidores de beta-
lactamasa (amoxicilina-acido clavulanico).

La resistencia es debida a la produccién de una betalac-
tamasa cromosdmica de clase A%, con actividad penicili-
nasa, que en el caso de K. pneumoniae puede ser idéntica
a la SHV-1 (una betalactamasa plasmidica clésica) y en
K.oxytoca se trata de la K1 que si se hiperproduce se com-
porta como una betalactamasa de espectro extendido (véa-
se apartado “Hiperproduccion de betalactamasa cromoso-
mica de clase A”)*

El tercer grupo (grupo 3) estd compuesto por Citrobacter
freundii, Enterobacter, Providencia, Morganella morganii,
Serratia, Hafnia alvei, Proteus vulgaris y Proteus penneri.
Todas presentan una betalactamasa cromosémica induci-
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ble con actividad cefalosporinasa que, en general, les con-
fiere resistencia a aminopenicilinas y cefalosporinas de
primera generacién (C1G), manteniéndose sensibles a car-
boxipenicilinas y ureidopenicilinas, cefalosporinas de ter-
cera (C3G) y cuarta (C4G) generacion, monobactamas y
carbapenemas.

Dentro de este grupo, C. freundii, Enterobacter, Provi-
dencia, M. morganii, Serratia, H. alvei, presentan una be-
talactamasa de clase C que les confiere resistencia a las
asociaciones de inhibidores y una sensibilidad variable a
cefoxitina. Enterobacter y C. freundii son resistentes a ce-
foxitina y presentan sensibilidad disminuida a cefuroxi-
ma, mientras que M. morganii, Providenciay Serratia son
resistentes a cefuroxima y moderadamente resistentes a
cefoxitina®.

Por el contrario, P. vulgaris y P. penneri son portadores
de una betalactamasa cromosomica de clase A, siendo re-
sistentes a cefuroximay sensibles a cefoxitina y a las aso-
ciaciones con inhibidores de la betalactamasa, por lo que
con frecuencia se refieren a estas enzimas como cefuroxi-
masas.

El caréacter inducible de estas enzimas es facilmente de-
tectable mediante la técnica de difusion; cuando se dispo-
nen los discos de cefoxitina o imipenem préximos a los de
las C3G o0 C4G puede observarse un antagonismo entre
ambos antibidticos, resultado de la induccién en la pro-
duccion de betalactamasas que ejercen los primeros**,

Finalmente, el cuarto grupo (grupo 4) incluye Yersinia
enterocolitica, que muestra, en la mayoria de las cepas, un
fenotipo de cefalosporinasa inducible y penicilinasay es
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resistente a aminopenicilinas, carboxipenicilinas y a C1G
y C2G. Este fenotipo es producto de la sintesis de dos en-
zimas, una de clase Ay otra de clase C***.

Si bien los patrones de resistencia a los betalactamicos,
comentados previamente estan mediados por diferentes
betalactamasas, debe tenerse presente la existencia de
otros mecanismos naturales como, por ejemplo, la dismi-
nucién de la permeabilidad, por la cual Proteus, Morgane-
lla y Providencia presentan una menor sensibilidad a las
carbapenemas.

Fenotipos de resistencia adquirida

Cuando una especie presenta un antibiograma que no
concuerda con los descritos como fenotipos naturales pue-
de deberse a un error en la identificacién del microorga-
nismo o a la presencia de resistencias adquiridas, en cuyo
caso los datos observados deben evaluarse para conocer el
mecanismo que los produce e interpretarlo.

La resistencia adquirida modifica el patrén natural de
resistencia de una especie determinada, siendo el patron
de resistencia resultante la suma de la resistencia natural
mas la adquirida.

La presencia de nuevas enzimas, no propias de la espe-
cie, puede deberse a la adquisicién de genes por diferentes
vias como son la conjugacion, la transformacion o la trans-
duccidon. En todos los casos se trata de material extracro-
mos6émico que la bacteria adquiere y que puede asimilar y
perpetuar a su progenie, bien en forma de plasmido, bien
incorporandolo en su cromosoma. Sin embargo, algunos
patrones de resistencia vienen dados no por enzimas ad-
quiridas, sino por mutaciones en los genes cromosémicos
naturales de especie, por lo general en la region del pro-
motor o en los genes reguladores de su expresion*>¢18,

A continuacidn se describen los distintos fenotipos de
resistencia adquirida, que quedan esquematizados en la
tabla 3.

Produccion de penicilinasas

La adquisicidn de betalactamasas plasmidicas de clase
A", denominadas de amplio espectro o betalactamasas
clasicas, como TEM-1, TEM-2 y SHV-1, es responsable de
la resistencia a aminopenicilinas y carboxipenicilinas y
de la sensibilidad disminuida o intermedia a ureidopenici-
linas. Las cepas portadoras de estas enzimas mantienen
su sensibilidad a cefalosporinas, monobactamas y carba-
penemas. Sin embargo, una hiperproduccién de estas en-
zimas conlleva resistencia a C1G, C2G (excepto cefamici-
nas como la cefoxitina) y con frecuencia sensibilidad
discretamente disminuida a la asociacién amoxicilina-aci-
do clavulanico. Ademas, en el caso particular de la hiper-
producciéon de SHV-1, tanto en E. coli como en K. pneu-
moniae, puede observarse una resistencia de bajo nivel a
ceftazidima®. En este Gltimo caso puede observarse por
técnica de difusién un ligera sinergia entre amoxicilina-
acido clavulanico y ceftazidima (al situar ambos discos a
una distancia de 2,5 a 3 cm) que podria hacer pensar en
una betalactamasa de espectro extendido™.

Produccién de betalactamasa
de espectro extendido (BLEE)

El grupo mayoritario de BLEE deriva de las betalacta-
masas mencionadas en el apartado anterior: TEM-1,
TEM-2 y SHV-1. Otra familia de BLEE, la CTX-M, cuyo

origen no esta en las betalactamasas mencionadas ante-
riormente, sino, probablemente, en las cromosémicas de
ciertas especies, como Kluyvera ascorbata o K. cryocres-
cens®, ha iniciado una rapida expansidn, aislandose en la
actualidad con mayor frecuencia en diversas areas epide-
mioldgicas.

Las BLEE se caracterizan por ser capaces de inactivar
la practica totalidad de cefalosporinas, a excepcion de las
cefamicinas, manteniendo la sensibilidad a los inhibidores
y a las carbapenemas.

Su deteccion no siempre es facil, y debe tenerse en cuen-
ta tanto pequefias disminuciones de sensibilidad a C3G
(incremento de la CIM o halo de inhibicién disminuido),
presencia de sinergia entre C3G o C4G y el acido clavula-
nico, bordes de los halos de inhibicién irregulares, asi
como resistencias asociadas, especialmente a aminoglico-
sidos®. No es objetivo de esta revision el detallar la meto-
dologia méas adecuada para su deteccion, la cual puede en-
contrarse en el volumen 12 de los Procedimientos en
microbiologia clinica publicado por la SEIMC™. Existe un
consenso para considerar el microorganismo portador de
esta betalactamasa, con independencia del valor de sensi-
bilidad obtenido (sea por la técnica de difusion o de dilu-
cién), como intermedio o resistente a todas las cefalospo-
rinas (incluyendo C3G y C4G), y existe cierta discusion
sobre si deben o no considerarse resistentes a las cefamici-
nas*%4, aunque el laboratorio debe resaltar que el uso de
cefamicinas conlleva el riesgo de seleccién de mutantes re-
sistentes (por alteracion de la permeabilidad).

La mayoria de estas enzimas son relativamente faciles
de detectar en E. coli, K. pneumoniae y otros microorga-
nismos de los grupos 1y 2, presentando una mayor difi-
cultad las cepas de enterobacterias del grupo 3 con un pa-
tron de desrepresion de su betalactamasa cromosémica
inducible (véase a continuacion). En este caso es Util es-
tudiar la presencia de sinergia entre cefepime y acido cla-
vulanico™.

Produccioén de betalactamasas resistentes
a los inhibidores

Estas betalactamasas derivan también de las betalac-
tamasas clasicas y se caracterizan por conferir resistencia
a aminopenicilinas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas
son insensibles a la accién de los inhibidores de betalacta-
masa y no tienen actividad sobre el resto de betalactami-
cos. Estas betalactamasas se han denominado IRT (inhi-
bitor-resistent TEM mutant) porque en su mayoria
derivan de TEM-1y TEM-2, aunque también se han des-
crito derivadas de SHV-1'22%, Por otro lado, las oxacilina-
sas (como la OXA-1) pertenecientes a la clase D de Am-
bler™ producen un fenotipo indistinguible del de las IRT%.

Hiperproduccién de betalactamasa
cromosOomica de clase A

Este fenotipo puede encontrarse en especies como
K. pneumoniae, K. oxytoca, P. penneri, P. vulgarisy C. koseri.
En el caso de K. oxytoca su patron de resistencia es muy
similar al de una BLEE. La sospecha de tratarse de una
hiperproduccion de la betalactamasa cromosomica (deno-
minada K1)y no de una BLEE viene dada por la sensi-
bilidad a ceftazidima y la elevada resistencia al aztreo-
nam. En la prueba de sinergia ésta se observa sobre todo
con aztreonam y/o con cefotaxima, pero no con ceftazidi-
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ma. En estos casos la SFM recomienda informar al clinico
como cepa con sensibilidad intermedia de aquellos antibio-
ticos que presenten sinergia, independientemente de su
sensibilidad®. El caso de hiperproduccion de la betalacta-
masa cromosoémica de K. pneumoniae, ya se ha comentado
previamente en el apartado “Produccion de penicilinasas”.

La otra situacion es la de P. penneri, P. vulgaris y C. ko-
seri, donde la hiperproduccion de la betalactamasa cromo-
sdmica no puede distinguirse de una BLEE, aunque ambas
situaciones son muy poco frecuentes en la préctica clinica.

Hiperproduccién de betalactamasa cromosémica
de clase C y cefamicinasas plasmidicas

Este fenotipo se caracteriza por presentar resistencia a
la practica totalidad de betalactamicos con la Unica ex-
cepcion de las carbapenemas, aunque las diferentes cefa-
losporinas seran méas o menos hidrolizadas en funcién del
nivel de hiperproduccion.

En este contexto se definen tres situaciones diferentes.
La primera hace referencia a E. coli y Shigella con una be-
talactamasa cromosomica no inducible de clase C (AmpC)
gue normalmente se expresa a niveles muy bajos, por lo
gue no confiere resistencia. Cuando se halla hiperprodu-
cida confiere resistencia a aminopenicilinas, carboxipeni-
cilinas, ureidopenicilinas, las asociaciones con inhibidores,
C1G, cefamicinas, y en funcién del grado de hiperpro-
duccion también puede afectar a C3G y monobactamas,
mientras que las C4G y las carbapenemas se mantienen
activas®.

La segunda situacion es la que se da en enterobacterias
como Enterobacter, Serratia, Providencia, M. morganii y
C. freundii, que tienen una betalactamasa cromosomica
inducible de clase C. En las infecciones producidas por es-
tos microorganismos (sobre todo en infecciones graves o
donde no exista una buena difusion del betalactamico)
debe tenerse siempre presente que si se tratan con C3G o
monobactamas, que son activos frente a estas cepas, con
frecuencia pueden seleccionarse mutantes que, por altera-
ciones en los genes que regulan la produccion de la enzi-
ma, provoquen la produccion de gran cantidad de la mis-
may, por tanto, estas cepas pasen a ser resistentes a las
carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, las cefalosporinas
(manteniendo cierta actividad las C4G) y monobactamas.
En esta Gltima situacion se habla de una betalactamasa
desreprimida, puesto que de forma natural estos microor-
ganismos presentan un sistema represor de la expresion
de la betalactamasa®®. En caso de desrepresion puede ver-
se que el patron de resistencia obtenido es similar al de la
hiperproducciéon de AmpC en E. coli y Shigella.

Todos los betalactdmicos son inductores de estas beta-
lactamasas inducibles, en mayor 0 menor grado, siendo los
inductores mas fuertes cefoxitina e imipenem (insensible a
esta enzima). Por ello nunca deben administrarse varios
betalactamicos asociados (en particular a cefoxitina) para
tratar infecciones por estos microorganismos.

Finalmente, la tercera situacion se encuentra cuando di-
ferentes betalactamasas cromosémicas, como las de Citro-
bacter, Enterobacter, Morganella, Aeromonas o H. alvei,
que pertenecen a la clase C, han pasado a un plasmido di-
fundiendo a diferentes especies, como E. coli, K. pneumo-
niae, P. mirabilis o Salmonella®:. Estas cefamicinasas
plasmidicas, cuyo patrén de resistencia es indistinguible
del de los grupos anteriores, tienen la Unica excepcion de
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que se expresan constitutivamente y no son inducibles
(con algunas excepciones), por ello su deteccién en E. coli
es dificil si no se caracteriza la enzima.

En la primera y Gltima situacion, sin que exista consen-
s0%, la eleccion del antibidtico que se utilice debe susten-
tarse en los valores de sensibilidad obtenidos y, por tan-
to, en funcion del grado de produccién de la enzima si es
cromos6mica y del grado de produccion y/o del tipo de ce-
famicinasa si es plasmidica; el tratamiento podria reali-
zarse con C3G, monobactamas o carbapenemas, aunque
de existir alternativa no seria recomendable su uso. En el
caso de una betalactamasa desreprimida, donde la cepa
presenta resistencia o sensibilidad intermedia a alguna de
las C3G y/o monobactamas, al menos seguin la SFM?®, debe
darse como intermedio un resultado sensible a estos anti-
microbianos. Ademas se debe alertar al clinico, siempre
que se trate de un microorganismo con betalactamasa cro-
mosomica inducible, que existe la posibilidad de fracaso
terapéutico si se trata con betalactamicos activos a priori,
como consecuencia de la seleccion de cepas resistentes por
desrepresion de la betalactamasa cromosémica.

Produccién de betalactamasas activas
frente a carbapenemas

La incidencia de estas enzimas en enterobacterias es
muy baja y produce una resistencia de alto nivel, no sélo al
imipenem, sino también al resto de betalactamicos. Exis-
ten dos clases de enzimas con actividad frente a carbape-
nemas, las carbapenemasas de clase A, que suelen ser sen-
sibles a la accién del &cido clavulanico, y presentan una
menor actividad frente a meropenem que a imipenem, y
las de clase B (metaloenzimas), las cuales no presentan ac-
tividad frente a aztreonam y su accidn es inhibida con &ci-
do etilendiaminotetraacético (EDTA)?*. En nuestro pais
ya se han descrito las primeras carbapenemasas, aunque
no en enterobacterias, sino en Pseudomonas aeruginosa®.

Fenotipos complejos de resistencia adquirida

Los patrones de resistencia comentados hasta aqui se-
rian los observados en casos de expresion de un Unico me-
canismo. En muchas ocasiones se aislan microorganismos
que producen distintas betalactamasas, siendo dificil de-
ducir, inequivocamente, del perfil fenotipico de resistencia,
los mecanismos involucrados, por lo que su elucidacion re-
quiere de técnicas especiales (isoelectroenfoque, reaccién
en cadena de la polimerasa [PCR], secuenciacion, etc.).

La interpretacion del antibiograma de una enterobacte-
ria se basa en un primer estadio, en el conocimiento de la
resistencia natural de cada especie, y cualquier alteracion
de este patron de sensibilidad esperado se debe a una re-
sistencia adquirida; aunque siempre ha de tenerse en
cuenta la posibilidad de un error en la identificacion de la
cepa. En este sentido, por ejemplo, debe contestarse como
minimo sensibilidad intermedia o resistente a los antimi-
crobianos que se esperaria que fueran resistentes en fun-
cién de su patrén natural, pero que se observan en el an-
tibiograma como sensibles (tablas 2 y 3)°.

Aminoglicosidos

El comportamiento de un aminoglicésido frente a una
enterobacteria depende, como minimo, de cuatro factores:
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a) la difusion pasiva a través de la membrana externa;
b) el transporte activo a través de la membrana interna;
c) la afinidad del aminoglicésido por su diana (una protei-
na ribosomal), y d) la presencia de enzimas inactivantes.
Los tres primeros factores no tienen una gran relevancia
en clinica. Las mutaciones que afectan la difusion pasiva a
través de la membrana externa, porinas o estructura del
polisacéarido, conllevan a la vez una resistencia cruzada
con otras familias de antimicrobianos; mutaciones que
afectan el transporte activo a través de la membrana in-
terna se han descrito principalmente en E. coliy P. aeru-
ginosa, y comporta una resistencia de bajo nivel que afec-
ta a todos los aminoglicésidosze. Por Gltimo, mutaciones en
la diana de los aminoglicésidos son muy escasas en cepas
aisladas en la préctica clinica y son muy especificas para
cada aminoglicésido, lo cual no produce un fenotipo de re-
sistencia cruzada®.

El mecanismo mas importante de resistencia a los ami-
noglicdsidos es la inactivacion enzimatica. Se han descri-
to tres tipos de enzimas: las acetiltransferasas (AAC) que
acetilan un grupo amino del antibidtico, las fosfotransfe-
rasas (APH) que fosforilan un grupo hidroxilo y, finalmen-
te, a las nucleotidiltransferasas (ANT) que adenilan tam-
bién un grupo hidroxilo. Cada enzima reconoce un cierto
numero de antibidticos aminoglicésidos, lo cual se traduce
en un fenotipo de resistencia concreto. El conocimiento de
los distintos fenotipos es indispensable para la lectura in-
terpretada del antibiograma®?¥.

Fenotipos de resistencia natural

La mayoria de los géneros de enterobacterias son natu-
ralmente sensibles a los aminoglicésidos, con las excep-
ciones de Providencia, con una resistencia natural a genta-
micina, tobramicina, netilmicina y neomicina debido a la
presencia en el cromosoma del gen aac(2')-la y Serratia
marcescens, que presenta también en el cromosoma el gen
aac(6’) que confiere un diametro de inhibicion a la tobra-
micina, més reducido que el resto de enterobacterias, dia-
metro que corresponde a una concentracién inhibitoria mi-
nima (CIM) para este antibiotico de entre 1 a 4 mg/l, y es

considerado como resistente. Mutaciones en el gen de la
AAC(6') causan una hiperproduccion de la enzima que
confiere una resistencia de alto nivel a tobramicina, ka-
namicina y netilmicina.

Fenotipos de resistencias adquirida

La resistencia enzimatica a los aminoglicésidos puede
deberse a la produccion de una o varias enzimas. Los feno-
tipos de resistencia por produccion de una sola enzima se
resumen en la tabla 4. El fenotipo de resistencia por varias
enzimas es mas dificil de determinar, aunque en algunos
casos es predecible por el efecto aditivo de dos patrones
distintos. Asimismo, cabe sefialar que la resistencia de
alto nivel a todos los aminoglicésidos no se debe sélo a la
produccion de enzimas, sino que intervienen también alte-
raciones en la permeabilidad®.

Para la deteccion de los distintos fenotipos de resisten-
cia es importante una correcta eleccion de los aminoglico-
sidos en estudio. Puede hacerse un antibiograma comple-
to, por ejemplo, para el estudio epidemioldgico de los genes
de resistencia de las cepas, o bien un antibiograma reduci-
do donde so6lo se incluyan los aminoglicésidos de uso en
terapéutica. Para el antibiograma completo se recomienda
el estudio de la amicacina, estreptomicina, gentamicina,
kanamicina, neomicina, netilmicina y tobramicina. El es-
tudio de la estreptomicina puede ser optativo, pues su uso
en la préctica clinica ha quedado reducido al tratamiento
de la tuberculosis. Sin embargo, en un estudio epidemio-
légico es el Unico marcador de la presencia de la enzima
APH (3. Por el contrario, para el antibiograma corto es
suficiente el estudio de la amicacina, gentamicina, netil-
micina y tobramicina.

Para interpretar el patrén de sensibilidad a los amino-
glicosidos se debe estar alerta ante situaciones donde pue-
de haber una débil expresién de la enzima®. En este con-
texto se debe tener presente que: a) ante una cepa sensible
a amicacina, pero con sensibilidad intermedia o resisten-
te a tobramicina y netilmicina, deberia interpretarse sen-
sibilidad intermedia a amicacina, ya que puede tratarse
de la produccidén de la enzima AAC(6') (tabla 4); b) cuando

TABLA 4. Fenotipos de resistencia a los aminoglicésidos por produccion de una sola enzima inactivante%%

Fenotipo Enzima Incidencia Lectura del antibiograma
Str APH(3"") Rara Resistencia a estreptomicina. La adicion de un disco de espectinomicina
Str/Spc ANT(3'") Baja discrimina entre la APH(3'’) y la ANT(3"’), pues esta Ultima confiere resistencia
a estreptomicina y espectinomicina
K Nm APH(3')-I Moderada Resistencia de alto nivel a kanamicina y neomicina. La enzima de tipo | es mas
APH(3")-11 Rara frecuente que la Il
G AAC(3)-1 Baja Reduccién del diametro del halo de inhibicion de la gentamicina, a veces
de dificil visualizacién. También puede ir asociado a la reduccién de los halos
de la tobramicina y netilmicina
KGT ANT(2"") Baja Reduccidon del didmetro del halo de inhibicién de la kanamicina, gentamicina
y en menor grado de la tobramicina
KTGNt AAC(3)-11 Rara Resistencia de alto nivel a gentamicina y tobramicina, disminucién importante
AAC(3)-1V Rara del halo de la netilmicina y moderada para la kanamicina
KTANt AAC(6") Rara Resistencia de alto nivel a kanamicina, tobramicina, y netilmicina y moderada
para la amicacina. Es un fenotipo facil de diferenciar, pues son cepas sensibles
a gentamicina. Presente esencialmente en Serratia
GTNtNm AAC(2") Rara Resistencia moderada a gentamicina, tobramicina, netilmicina y neomicina.

Dificil de detectar, excepto en el género Providencia, pues es una resistencia
natural de localizacion cromosémica

A: amicacina; G: gentamicina; K: kanamicina; Nm: neomicina; Nt: netilmicina; Spc: espectinomicina; Str: estreptomicina; T: tobramicina.
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se observa una disminucidén del halo de inhibicion de la
gentamicina (comprendido entre 16 y 19 mm) debe consi-
derarse sensibilidad intermedia a gentamicina por pro-
duccién de la enzima AAC(3)-1: si la gentamicina presen-
ta un halo de inhibicién reducido debe interpretarse como
sensibilidad intermedia a la tobramicina, pues puede es-
tar presente la enzima ANT (2''), y ¢) debe interpretarse
como sensibilidad intermedia a la netilmicina cuando
haya una reduccién del diametro de inhibicion (compren-
dido entre 19 y 22 mm) y también si aparecen reducidos
los halos de la gentamicina y la tobramicina.

Fluoroquinolonas

Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéti-
cos, de las cuales cabe destacar el acido nalidixico y las
quinolonas fluoradas, como norfloxacino, ciprofloxacino,
ofloxacino y levofloxacino, cuyo espectro de actividad se
centraen las bacterias gramnegativas, pero que ha ido am-
pliandose sobre grampositivos, anaerobios e incluso mico-
bacterias con las nuevas fluoroquinolonas?.

La actividad antimicrobiana de las fluoroquinolonas se
basa en la inhibicion de las topoisomerasas, la topoisome-
rasa Il o ADN-girasa y la topoisomerasa IVV. Ambas son
enzimas heterotetraméricas formadas por dos subunida-
des, Ay B, codificadas respectivamente por los genes gyrA
y gyrB en la ADN-girasa y parC y parE en la topoisome-
rasa IV®,

Los principales mecanismos de resistencia descritos son
consecuencia de mutaciones en los genes de la ADN-girasa
y la topoisomerasa 1V; mutaciones que afectan las pori-
nas o el lipopolisacarido, impidiendo la penetracion del an-
timicrobiano al interior de la bacteria; y/o la presencia de
bombas de achique que expulsan el antimicrobiano hacia
su exterior®. El incremento de bombeo, asi como alteracio-
nes en la permeabilidad por parte de la bacteria, normal-
mente conlleva una resistencia de bajo nivel. Ambos me-
canismos pueden encontrarse asociados con mutaciones
en las topoisomerasas, incrementando el nivel de resisten-
ciay contribuyendo a su vez a la seleccidn de la resistencia
a lo largo del tratamiento. Por otro lado se ha descrito un
plasmido de resistencia a quinolonas, aunque su frecuen-
cia en cepas clinicas es por ahora irrelevante®.

En el caso de alteraciones de la diana, en microorganis-
mos gramnegativos, la ADN-girasa parece ser la primera
diana para todas las quinolonas®. Las alteraciones en la
diana se concentran en una region de la enzima, denomi-
nada QRDR (quinolone resistance-determining region). Al-
teraciones en las regiones QRDR, tanto de las dos subuni-
dades de la ADN-girasa como de las dos de topoisomera-
sa IV, van asociadas a un incremento en la CIM de todas las
quinolonas; de hecho, la resistencia a las quinolonas pare-
ce ser fruto de varios escalones en cada uno de los cuales
se produce una nueva mutacién. De este modo la cepa,
tras una primera mutacién en un QRDR generalmente de
GyrA, aparecera resistente al &cido nalidixico, pero sensi-
ble a fluoroquinolonas (incrementando ligeramente sus
CIM), y posteriormente mutaciones en éste u otro QRDR
haréan que la cepa pase a ser resistente a fluoroquinolo-
nas (aunque no a todas por igual). Generalmente estas
mutaciones sucesivas se asocian a otros mecanismos como
son las bombas de achique®®, Asi, la interpretacion del
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antibiograma de las quinolonas presenta pocos matices.
Livermore et al'* aconsejan que en los casos donde se ob-
serve resistencia a alguna fluoroquinolona sélo se utilicen
las que se muestran activas si no existe alternativa tera-
péutica, aunque si esta discrepancia es muy evidente pro-
bablemente se trate de un error metodolégico.

Como se ha comentado, las cepas de enterobacterias con
CIM elevadas de &cido nalidixico presentan ya una muta-
cién en la ADN-girasa, por lo que so6lo es necesaria una se-
gunda mutacidn para que la cepa adquiera una resisten-
cia de alto nivel a ciprofloxacino®. Es, pues, importante,
informar de la presencia de dichas cepas por la mayor pro-
babilidad que presentan de adquirir resistencia a fluoro-
quinolonas y el consiguiente riesgo de fracaso terapéutico
tras tratamiento con dichos antimicrobianos. En este sen-
tido varios autores consideran oportuno informar una cepa
con sensibilidad intermedia a fluoroquinolonas si presenta
resistencia a acido nalidixico®®.

Correlacién entre identificacion
y patron de sensibilidad

Una vez mas quisiéramos resaltar el hecho de que siem-
pre deberia existir una perfecta correlacion entre la iden-
tificacion de una determinada cepa y, como minimo, el pa-
trén de sensibilidad natural (tabla 2). Asi, a modo de
ejemplo: en Enterobacter, C. freundii y Serratia siempre
debiera observarse una betalactamasa cromosdémica in-
ducible; K. pneumoniae, K. oxytoca, C. koseri, P. penneri y
P. vulgaris siempre deberian ser resistentes a ampicilina;
Providencia, Proteus y Morganella presentarian una re-
sistencia natural a colistina y nitrofurantoina; Serratia
deberia ser siempre resistente a colistina, y P. mirabilis a
tetraciclinas.

Cualquier microorganismo que no muestre una resis-
tencia esperada debe hacer replantear la identificacion de
la cepa o el estudio de sensibilidad y de corroborarse la dis-
crepancia deberia caracterizarse el mecanismo de resis-
tencia.
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