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1. INTRODUCCION

La incidencia de infecciones por microorganismos
grampositivos es elevada, tanto en el ambiente
hospitalario como en la comunidad. El aumento de la
resistencia a los antimicrobianos que se emplean
con mas frecuencia en los tratamientos de estas
infecciones requiere la deteccion precoz y eficaz de
los mecanismos implicados para orientar e incluso
modificar las estrategias terapéuticas.

Los microorganismos grampositivos de mayor
trascendencia clinica pertenecen a los géneros
Staphylococcus, principalmente  Staphylococcus
aureus pero también diferentes especies de
estafilococos coagulasa negativa (ECN),
Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium vy
varias especies de Streptococcus, entre las que
destaca Streptococcus pneumoniae.

El aislamiento de estas especies en el laboratorio
de Microbiologia permite la deteccion de su
resistencia antimicrobiana, tanto a nivel fenotipico
como, eventualmente, genotipico, lo que posee gran
trascendencia clinica y epidemiolégica. La
aproximacién fenotipica permite una rapida
inferencia de los mecanismos de resistencia
presentes asi como de las resistencias asociadas a
antimicrobianos no relacionados. La presencia de
bajos o altos niveles de expresién de resistencia a
determinados  antimicrobianos asi como de
poblaciones heterorresistentes, entre otros, se
pueden detectar a nivel fenotipico mediante la
aplicacion de técnicas y condiciones especiales y de
este modo facilitar la actitud terapéutica ante las
infecciones causadas por microorganismos que
producen este tipo de mecanismos de resistencia.

En este Procedimiento se abordan diferentes
métodos utilizados para la determinacion de la
sensibilidad a los antimicrobianos, asi como los
métodos de deteccion fenotipica de mecanismos
especificos que permiten definir la resistencia a los
principales grupos de antimicrobianos empleados
frente a los microorganismos grampositivos de mayor
importancia clinica. Los puntos de corte empleados
en la interpretacién de la sensibilidad son los
indicados por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2011) si bien en determinados casos
se incluyen los correspondientes al European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2011) y al Comité de I'Antibiogramme de
la Société Francaise de Microbiologie (SFM, 2010).

2. RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS EN
ESTAFILOCOCOS

2.1. RESISTENCIA A LAS PENICILINAS POR
PRODUCCION DE BETALACTAMASA

Las betalactamasas son enzimas bacterianas
capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo
betalactamico de las penicilinas, cefalosporinas vy
otros antimicrobianos betalactamicos, dando lugar a
compuestos sin actividad antibacteriana. En el caso
concreto de los estafilococos, la betalactamasa
producida es una penicilinasa que hidroliza
exclusivamente las penicilinas. ElI fenotipo de
resistencia a la penicilina mediado  por

betalactamasa implica resistencia a todas las
penicilinas excepto las semisintéticas, como la
oxacilina y la cloxacilina.

Actualmente este mecanismo de resistencia es
muy frecuente tanto en S. aureus como en las
diferentes especies de ECN y su diseminacion es
mundial. En nuestro pais y segun los datos de
diferentes estudios nacionales, la prevalencia de
produccion de penicilinasa por S. aureus se situa
alrededor del 90% mientras que el porcentaje es algo
inferior en los ECN (80-85%) aunque estas cifras son
variables segun las diferentes instituciones y las
diferentes unidades de hospitalizacion.

Las penicilinasas estafilococicas son
betalactamasas de clase A que hidrolizan Ilas
penicilinas. Se han descrito 4 variantes de
penicilinasas en estafilococos, identificadas como
tipos A, B, C y D. La mas frecuente es la de tipo C. Si
el microorganismo produce una penicilinasa, éste es
resistente a todas las penicilinas (penicilina,
ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina,
azlocilina, mezlocilina y piperacilina). Para su
deteccién se pueden utilizar discos impregnados con
una cefalosporina cromogénica (nitrocefin) que al
hidrolizarse en presencia de la betalactamasa
experimenta un cambio en su estructura, lo que
resulta en un producto coloreado (naranja-rojo). Una
prueba de betalactamasa positiva indica, asimismo,
resistencia a todas las penicilinas. Las penicilinasas
estafilocécicas se inhiben con inhibidores de
betalactamasas (acido clavulanico, tazobactam,
sulbactam) y por tanto estas cepas son sensibles a
las combinaciones de betalactamico con inhibidor de
betalactamasa. Asimismo estas penicilinasas no
hidrolizan las penicilinas semisintéticas (oxacilina,
meticilina, cloxacilina, nafcilina) ni tampoco las
cefalosporinas ni las carbapenemas que mantienen
su actividad antiestafilococica. Sin embargo, cada
tipo de penicilinasa tiene un perfil de sustrato
especifico, lo que implica que algunas cefalosporinas
se pueden hidrolizar por algunos tipos de
betalactamasa en presencia de elevados inéculos
(efecto de in6culo). Asi, existe un marcado efecto de
indculo sobre la cefalexina si el estafilococo produce
las betalactamasas de tipo A o C, y un efecto de
inéculo mediano sobre la cefalotina si produce las de
tipo B o C. Sin embargo no existe efecto de indculo
frente a cefuroxima ni frente a ceftriaxona.

Las penicilinasas estafilococicas son
mayoritariamente  inducibles 'y se excretan
extracelularmente. Los genes que las codifican en
general estan localizados en plasmidos de pequeio
tamafo que se pueden transferir de célula a célula
por transduccién. También se pueden localizar en
plasmidos mas grandes junto a los genes que
codifican otros mecanismos de resistencia y se
pueden transferir por conjugacion, no solamente
entre cepas de S. aureus sino también entre cepas
de S. aureus y de otros ECN e incluso (aunque se ha
descrito de forma esporadica) a microorganismos del
género Enterococcus. La resistencia de los
estafilococos a las penicilinas puede detectarse
mediante la prueba de nitrocefin como se indicé
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anteriormente, pero también mediante la técnica de
difusiéon con disco o por dilucion en caldo o en agar.
Para la deteccidén de cepas de S. aureus resistentes
a la penicilina es mas adecuado utilizar un disco de
10 unidades de penicilina que un disco de 10 pg de
ampicilina. Asimismo, el disco de penicilina se debe
utilizar para determinar la sensibilidad a todas las
penicilinas labiles a la accion de la penicilinasa,
como ampicilina, amoxicilina, carbenicilina,
ticarcilina, azlocilina, mezlocilina y piperacilina.

Para la determinacion de la CMI a las penicilinas
se utiliza el medio de Mueller-Hinton, cuya
concentracién de cationes debe estar ajustada en el
caso de que se realice mediante el método de
dilucion en caldo. Se requiere un inéculo ajustado al
0,5 de la escala de McFarland y entre 18-20 horas
de incubacion a 35-37°C. Cuando el halo de
inhibicién con el disco de penicilina de 10 unidades
sea de > 29 mm (sensible) o por dilucién en caldo o
en agar, la CMI de penicilina sea de <0,12 mg/L
(sensible) se debe confirmar que el microorganismo
es realmente sensible a las penicilinas; para ello se
realiza la prueba de nitrocefin utilizando las colonias
crecidas en el borde del halo de inhibicion de la
penicilina ya que, en estas colonias, la produccion de
penicilinasa ha sido inducida por la incubacién previa
en presencia de este antimicrobiano.

En resumen, las cepas de estafilococos que son
resistentes a la penicilina pero sensibles a la
oxacilina producen penicilinasa, lo que implica
resistencia a todas las penicilinas pero no a las
penicilinas semisintéticas (oxacilina, meticilina,
cloxacilina, nafcilina) que poseen una estructura
molecular que las protege frente a la accion de esta
betalactamasa. Asimismo, estas cepas son sensibles
a las combinaciones de betalactamico con inhibidor
de betalactamasa, a las cefalosporinas y a las
carbapenemas.

2.2. RESISTENCIA A LA METICILINA (OXACILINA):
HOMOGENEA Y HETEROGENEA

El fenotipo de resistencia a la meticilina (y a la
oxacilina) es mucho mas frecuente entre las
diferentes especies de ECN (con la excepciéon de
Staphylococcus lugdunensis y  Staphylococcus
saprophyticus) que en S. aureus. Esta resistencia se
debe a la adquisicion del gen mecA que codifica la
proteina fijadora de penicilina (PBP) PBP2a, que
posee baja afinidad por los betalactdmicos. La
resistencia a la meticilina implica resistencia a todos
los betalactamicos, incluyendo penicilinas,
combinaciones de betalactamico con inhibidor de
betalactamasa, cefalosporinas (con la posible
excepcion de las cefalosporinas ceftobiprole vy
ceftarolina, todavia no introducidas en el arsenal
terapéutico, y cuyos valores de CMI se ven menos
afectadas), monobactamas y carbapenemas (con la
posible excepcion de razupenem, tampoco
introducido en el arsenal terapéutico e igualmente
con CMI menos afectadas). En Espafia, en los
ultimos 10 afos, la prevalencia de resistencia a la
meticilina en S. aureus (SARM) se ha mantenido en

torno al 30%, mientras que globalmente, entre las
diferentes especies de ECN, las cifras oscilan entre
el 60-70% en este mismo periodo y en general estos
porcentajes son superiores en cepas procedentes de
unidades de cuidados intensivos.

Como se indico anteriormente, la resistencia a la
meticilina (oxacilina, meticilina, cloxacilina, nafcilina)
en estafilococos se debe a la adquisicion de ADN
exégeno que codifica la produccion de una proteina
fijadora de penicilina (PBP) supernumeraria, de baja
afinidad por los betalactamicos y que no se inhibe
por estos antimicrobianos. S. aureus normalmente
contiene 4 PBPs, de las cuales las PBPs 1, 2 y 3 son
esenciales. La PBP de baja afinidad denominada
PBP2a o PBP2’, de 78 kDa, esta codificada por el
gen cromosoémico mecA. La expresion fenotipica de
la resistencia mediada por el gen mecA es compleja
y se afecta por diferentes factores como la
temperatura, el pH, la osmolaridad, la presencia de
secuencias cromosomicas reguladoras y de otros
genes cromosomicos no relacionados. Se pueden
diferenciar dos tipos de cepas de SARM o de ECN
resistentes a la meticilina, unas con resistencia
homogénea y otras con resistencia heterogénea. En
las cepas que presentan resistencia homogénea o
de alto nivel a la oxacilina, la mayor parte de la
poblacion expresa la resistencia. Sin embargo, la
expresion fenotipica de la resistencia a la meticilina
generalmente es heterogénea (CMI de oxacilina 1-16
mg/L). Las cepas con expresidn heterogénea se
caracterizan porque sélo una pequefna proporcion de
la poblacién (<0,1%) sobrevive con concentraciones
de oxacilina superiores a 10 mg/L, mientras que la
mayor parte de la poblacién no es viable con bajas
concentraciones del antimicrobiano (1-5 mg/L). La
mayoria de los aislamientos clinicos presentan este
patron de heterorresistencia bajo las condiciones
rutinarias de cultivo. Sin embargo, las cepas
heterogéneas pueden aparecer como homogéneas
bajo ciertas condiciones, como el crecimiento en un
medio hiperténico (suplementado con 2% de NaCl) o
la incubacion a 30°C. Estos cambios en la expresion
de la resistencia bajo diferentes condiciones de
cultivo son transitorios y fenotipicos.

La cefoxitina es un marcador alternativo de la
presencia de mecA ya que es un inductor mas
potente del sistema regulatorio de mecA que las
penicilinas y por ello mejora la expresion de este gen
y en consecuencia, mejora también la deteccién de
la resistencia a la meticilina. La utilizacion del disco
de cefoxitina es especialmente util y de preferencia
sobre el disco de oxacilina para detectar la
resistencia a oxacilina mediada por el gen mecA en
las cepas heterorresistentes y se debe utilizar
siempre en cepas de ECN. Ademas, no presenta
problemas de estabilidad como la oxacilina durante
Su conservacion.

El fenotipo de resistencia a la meticilina en
Staphylococcus se puede detectar en el laboratorio
mediante la técnica de difusion con discos de
oxacilina (1 pg) y/o cefoxitina (30 ug) o por dilucion
en caldo o en agar (Figura 1). Para ello se utiliza el

medio de Mueller Hinton suplementado con 2% de
3



NaCl en el caso de realizar los métodos de dilucién y
ademas ajustado con cationes en el caso de que se
realice mediante el método de dilucién en caldo. Se
requiere un inéculo equivalente al 0,5 de la escala de
McFarland y 24 horas completas de incubacién en
atmésfera aerobia a 35°C. La incubacion a
temperaturas superiores a 35°C puede no permitir la
deteccion de la resistencia a la meticilina en los
estafilococos. Una cepa de S. aureus se considera
resistente a la oxacilina cuando el halo de inhibicién
de la oxacilina es <10 mm o cuando la CMI de
oxacilina es > 4 mg/L. En el caso de los ECN, una
cepa se considera resistente a la oxacilina cuando la
CMl es > 0,5 mg/L, excepto en S. lugdunensis que se
considera resistente si la CMI de oxacilina es > 4
mg/L.

En Staphylococcus la resistencia a la oxacilina
implica resistencia al resto de los betalactamicos,
tanto si  presentan homorresistencia como
heterorresistencia y no es necesaria ni
recomendable la inclusiéon de ninguno de ellos en el
antibiograma. Las cepas con heterorresistencia
suelen mostrarse como sensibles a muchos
betalactamicos cuando se realiza un antibiograma
con discos y su interpretaciéon como sensibles puede
conducir a fracasos terapéuticos. Las cepas con
resistencia homogénea a la oxacilina presentan alto
nivel de resistencia cruzada a todos los
betalactamicos incluyendo las penicilinas, las
cefalosporinas, las carbapenemas y las
monobactamas. Del mismo modo, las cepas de
estafilococos resistentes a la cefoxitina (halo < 21
mm en S. aureus, CMI =2 8 mg/L y <24 mm en ECN,
CMI no definida) indican la presencia de mecA y por
tanto, la resistencia a todos los betalactamicos. Por
el contrario, la sensibilidad a cefoxitina en S. aureus
(halo > 22 mm, CMI < 4 mg/L) o en ECN (halo > 25
mm, CMI no definida) descarta la presencia del gen
mecA y por tanto de la heterorresistencia a la
meticilina. Como excepcion a esta regla, las dos
cefalosporinas (ceftobiprole y ceftarolina) y el
carbapenem (razupenem), no introducidos todavia
en terapéutica y anteriormente indicados, que
presentan valores de CMI relativamente bajos frente
a estafilococos resistentes a la oxacilina debido a su
gran afinidad por la PBP2a.

2.3. RESISTENCIA BORDERLINE A LA OXACILINA
(BORSA) EN Staphylococcus aureus

Algunas cepas de S. aureus presentan resistencia de
bajo nivel o resistencia borderline a la oxacilina
(borderline oxacillin-resistant Staphylococcus aureus,
BORSA) y se caracterizan por una resistencia
intermedia a la oxacilina y CMIs de oxacilina en el
punto de corte de resistencia o una dilucion por
encima de éste (4-8 mg/L). Estas cepas borderline se
pueden dividir en dos categorias en funcién de la
presencia o ausencia del gen mecA. Si contienen el
gen mecA son cepas extremadamente
heterorresistentes que producen la PBP2a. Si no
contienen el gen mecA ni por tanto la PBP2a, esta
resistencia de bajo nivel puede deberse a la
hiperproduccion de la betalactamasa estafilocécica o
a la modificacion (hiperproduccién o alteracién) de
las PBPs 1, 2, y 4 en el caso de S. aureus. Las
cepas que hiperproducen betalactamasa son
sensibles a las asociaciones de betalactdmico con
inhibidor de betalactamasa (acido clavulanico,
tazobactam y sulbactam). Para detectar cepas
BORSA, se ha recomendado en algunos casos el
estudio en paralelo de un disco de oxacilina (1 pg) y
otro con oxacilina y clavulanico (a concentracion de 4
ug). Si se produce ampliacion del halo de inhibicion
utilizando este ultimo disco con la combinacion, el
mecanismo de resistencia implicado  sera,
presumiblemente, debido a la hiperproduccién de
penicilinasa. No obstante, algunas cepas de S.
aureus pueden ser sensibles al acido clavulanico,
incluso a una concentracién de 1 pug, por lo que esta
prueba no sera siempre concluyente. Las cepas
borderline mecA negativas son sensibles a la
cefoxitina (halo > 22 mm) mientras que las mecA
positivas son resistentes a este antimicrobiano (halo
<21 mm).

Las cepas con resistencia intermedia a la oxacilina
pero sensibles a la cefoxitina se deben informar
como sensibles a la cefoxitina y nunca se debe
informar una sensibilidad intermedia a la oxacilina.

Figura 1. Deteccién de resistencia a la oxacilina en Staphylococcus mediante difusion con discos de oxacilina y
cefoxitina. Imagen izquierda: cepa con resistencia homogénea. Imagen derecha: cepa con resistencia

heterogénea.




Del mismo modo, si se realiza la deteccion del gen
mecA y/o de la PBP2a y los resultados son
negativos, el aislamiento debe informarse como
sensible a la oxacilina. Estas cepas borderline mecA
negativas son sensibles a todos los betalactamicos
(penicilinas  antiestafilocécicas, cefalosporinas vy
carbapenemas). Por el contrario, las cepas mecA
positivas son resistentes a todos los betalactamicos.

No existen datos clinicos que sugieran que el nivel
de resistencia expresado por las cepas borderline
mecA negativas conduzca al fracaso terapéutico y
los datos obtenidos en estudios en animales
demuestran que la oxacilina es eficaz en el
tratamiento de infecciones causadas por este tipo de
cepas. Por tanto, el unico problema ante una cepa
con resistencia intermedia a la oxacilina seria la
dificultad de diferenciar si es mecA positiva o
negativa. No obstante, este problema queda resuelto
mediante la utilizacion del disco de cefoxitina o
mediante la deteccién del gen mecA y/o de la PBP2a
por técnicas moleculares y por técnicas de
aglutinacion con latex, respectivamente.

2.4. RESISTENCIA A LOS MACROLIDOS Y A LA
CLINDAMICINA

Los macrdlidos, junto con las lincosamidas y las
estreptograminas B (MLSg) son tres grupos de
antimicrobianos de estructuras quimicas diferentes
pero con mecanismos de accion similares. En los
estafilococos, la resistencia a los macrdlidos
(eritromicina, claritromicina, azitromicina,
midecamicina) puede asociarse a diferentes
fenotipos de sensibilidad o de resistencia a las
lincosamidas (clindamicina) que se pueden identificar
en el laboratorio mediante el método de difusiéon con
discos de eritromicina y clindamicina o mediante
dilucién en caldo utilizando una combinacién de
ambos antimicrobianos. Los fenotipos que se
observan mediante difusion con discos son: 1)
resistencia a la eritromicina y a la clindamicina; 2)
resistencia a la eritromicina y sensibilidad a la
clindamicina pero con un achatamiento del halo de la
clindamicina en la proximidad de la eritromicina (D-
test positivo); 3) resistencia a la eritromicina y
sensibilidad a la clindamicina sin achatamiento del
halo (D-test negativo). En el primer caso se trata de
resistencia constitutiva a la eritromicina y a la
clindamicina (fenotipo cMLSg), en el segundo de
resistencia constitutiva de expresiéon inducible
(fenotipo iIMLSg) y en el tercero de resistencia a la
eritromicina mediada por una bomba de expulsion
activa (fenotipo MSg). Se puede identificar también
un cuarto fenotipo de resistencia a la clindamicina y
sensibilidad a la eritromicina debido a la accién de
enzimas que inactivan las lincosamidas (codificadas
por los genes Inu) aunque es poco frecuente.

La resistencia a los macrolidos y a la clindamicina
es mas frecuente entre cepas de ECN que en S.
aureus. Segun los datos del 6° estudio nacional de
estafilococos realizado en 2006, los porcentajes de
resistencia de S. aureus a la eritromicina y a la
clindamicina fueron del 37% vy del 19,9%,
respectivamente. Esta resistencia fue constitutiva en

el 10,4%, inducible en el 9,5% y mediada por bomba
de expulsion activa en el 11,8 %. En este estudio no
se detectd ninguna cepa resistente a la clindamicina
y sensible a la eritromicina. En el caso de ECN, la
resistencia a la eritromicina fue del 66,5% y a la
clindamicina del 46,2%. La resistencia a los
macrolidos fue constitutiva en el 31%, inducible en el
13,4% y mediada por bomba de expulsiéon en el
22,1%. El fenotipo de resistencia a la clindamicina y
sensibilidad a la eritromicina se detectd en el 1,8%
de las cepas de ECN estudiadas.

Los mecanismos de resistencia a los

antimicrobianos del grupo MLSg que subyacen bajo
los 4 fenotipos de resistencia anteriormente
indicados pueden resumirse en:
1) Modificacion de la diana (ARNr 23S) por la accion
de metilasas codificadas principalmente por genes
erm (erythromycin ribosome methylase, ermA, ermB,
ermC, entre otros) y en raras ocasiones por el gen
cfr; 2) expulsibn activa del antimicrobiano
relacionado con diferentes genes de codificaciéon
plasmidica del tipo msrA; 3) inactivacion del
antimicrobiano (genes de tipo Inu); 4) modificacion
de la diana por mutacion del ARNr 23S y/o de
proteinas ribosdmicas.

La presencia de genes erm es el mecanismo mas
frecuente y confiere un fenotipo de resistencia
denominado MLSg (resistencia a los macrélidos de
14, 15 y 16 atomos de carbono, las lincosamidas y
las estreptograminas del grupo B). Como se indico
anteriormente, este fenotipo puede ser de expresion
constitutiva o inducible (cMLSg o iMLSg). En el
primer caso se produce resistencia cruzada de alto
nivel a todos los antimicrobianos del grupo MLSg,
mientras que el fenotipo inducible se presenta como
resistencia a los macrolidos pero sensibilidad a las
lincosamidas y a las estreptograminas B en ausencia
de un inductor. En las cepas con fenotipo iMLSg, la
eritromicina induce la expresion del mecanismo de
resistencia. Por ello, si se estudia la sensibilidad de
estas cepas a los macrdlidos de 16 atomos de
carbono, la clindamicina y las estreptograminas del
grupo B en ausencia de eritromicina, se manifestaran
como sensibles a estos antimicrobianos, cuando en
realidad son resistentes, ya que poseen el
mecanismo de resistencia que se puede inducir in
vivo y conducir a fracasos terapéuticos. La induccion
de la resistencia por la eritromicina se puede detectar
en el laboratorio mediante el denominado D-test, que
consiste en utilizar un disco de eritromicina de 15 pug
y otro de clindamicina de 2 pg colocados a una
distancia de 15 0 20 mm entre ambos, de modo que
se observe un achatamiento del halo de inhibicion
(figura 2). También se puede detectar esta induccion
por el método de microdiluciéon utilizando Ila
combinacion en el mismo pocillo de eritromicina (4
mg/L) con clindamicina (0,5 mg/L), ademas de
pocillos individuales para determinar la CMI de la
eritromicina y de la clindamicina por separado. Tras
la incubacién a 35-37°C durante 18-24 horas, una
CMI de eritromicina en el rango de resistente junto
con una CMI de clindamicina en el rango sensible,

asociados a presencia de crecimiento en el pocillo
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combinado con eritromicina y clindamicina, indicaran
que se trata del fenotipo de resistencia inducible. El
segundo fenotipo es el MSg (resistencia a los
macrélidos de 14 y 15 atomos de carbono y a las
estreptograminas B pero no a la clindamicina ni a los
macroélidos de 16 atomos) debido a un mecanismo
de expulsiéon activa con especificidad para la
expulsién de macrolidos de 14 y de 15 atomos y
codificado principalmente por genes del tipo msrA.
En este fenotipo el D-test es negativo, es decir la
eritromicina no induce la resistencia y por tanto no se
observa un achatamiento en el halo de Ila
clindamicina, antimicrobiano que conserva su
actividad antibacteriana y es eficaz si se utiliza en el
tratamiento (figura 2). La expresion de este fenotipo,
detectada por el método de microdilucion, se
presentaria con una CMI de eritromicina en el rango
resistente, junto con una CMI de clindamicina en el
rango sensible, asociada a la ausencia de
crecimiento en el pocillo combinado con eritromicina
y clindamicina. Los fenotipos derivados de la
inactivacion del antimicrobiano son poco frecuentes.
Se han descrito enzimas con actividad
fosfotransferasa que inactivan los macrolidos de 14 y
de 15 atomos de carbono y nucleotidiltransferasas
que inactivan exclusivamente las lincosamidas. Por
ultimo, cuando se produce una metilacion de la diana
por la metilasa codificada por el gen cfr se produce
resistencia combinada a la clindamicina, al
cloranfenicol y florfenicol, a las oxazolidinonas
(linezolid), a pleuromutilinas y a estreptograminas A.
En los ultimos afos, el aumento de las infecciones
por cepas de SARM de origen comunitario con un
patrén de resistencia a los antimicrobianos diferente
al de las cepas nosocomiales ha renovado el interés
por la utilizaciéon de la clindamicina como alternativa
terapéutica. Por este motivo cuando se observe en el
laboratorio sensibilidad a este compuesto pero

resistencia a la eritromicina es muy importante
determinar si se trata de un fenotipo inducible o de
uno mediado por bomba de expulsion activa, bien
por el método de difusion con discos o por
microdiluciéon. En el primer caso, la presencia de
genes erm hace que exista riesgo de mutacién hacia
la resistencia constitutiva durante el tratamiento con
clindamicina, lo que desaconseja la utilizacion de
este antimicrobiano en infecciones estafiloccicas.
Por el contrario, en el segundo caso la clindamicina
constituye una opcién terapéutica.

2.5. RESISTENCIA A LOS AMINOGLUCOSIDOS
En los laboratorios de Microbiologia Cinica, en la
mayoria de los casos se estudia la sensibilidad de
los estafilococos a la gentamicina, a la tobramicina y
a la amicacina puesto que éstos son los de mayor
utilizacion en la terapéutica. Los dos fenotipos mas
frecuentes de resistencia a los aminoglucésidos que
se pueden encontrar al realizar las pruebas de
sensibilidad in vitro son el de resistencia a la
gentamicina y a la tobramicina pero sensibilidad
aparente a la amicacina y el de sensibilidad a la
gentamicina y resistencia a la tobramicina y a la
amicacina. En ambos casos la resistencia se debe a
la produccién de enzimas modificadoras de
aminoglucdsidos, el primero a la produccién de la
enzima bifuncional AAC(6’)-APH(2”) y el segundo a
la de la enzima ANT(4')(4”).

La resistencia de los estafilococos a los
aminoglucésidos es mas frecuente en los ECN que
en S. aureus. Segun los datos del 6° estudio nacional
de estafilococos realizado en 2006 y anteriormente
mencionado, en S. aureus la tasa de resistencia a la
gentamicina fue del 8,6% y a la tobramicina del 27%,
mientras que en ECN estas cifras fueron del 44,2% y
del 49,9%, respectivamente.

Figura 2. Izquierda: cepa de Staphylococcus epidermidis con resistencia a la eritromicina mediada por bomba de
expulsién activa (D-test negativo). Derecha: cepa de S. aureus con fenotipo MLSg inducible (D-test positivo).




En el caso de SARM, la resistencia a la
gentamicina fue del 20% y a la tobramicina del
72,6%. La resistencia a la gentamicina refleja un
mecanismo de resistencia mediado por la enzima
bifuncional, mientras que Ila resistencia a la
tobramicina refleja el fenotipo mediado por la enzima
ANT(4)(4”). En este estudio, resulta también
llamativo que las diferencias de sensibilidad a la
gentamicina y a la tobramicina son mayores en el
caso de S. aureus, caracteristica mucho mas
acusada en cepas de SARM, lo que indica la amplia
distribucion de esta enzima en nuestro medio.

En las cepas de estafilococos que expresan un
fenotipo de resistencia a la gentamicina y la
tobramicina pero sensibilidad aparente a la
amicacina, el mecanismo de resistencia es debido a
la enzima bifuncional AAC(6’)-APH(2"), que combina
la actividad acetiltransferasa con la actividad
fosfotransferasa y que esta codificada por el gen
aac(6’)-aph(2"). La presencia de esta enzima implica
resistencia a casi todos los aminoglucésidos de
utilizacion clinica, con la excepcién de Ila
estreptomicina. Por tanto, la gentamicina, la
tobramicina, la amicacina y ademas la netilmicina y
la kanamicina son sustratos de esta enzima, y
aunque in vitro estas cepas se observen como
sensibles a la amicacina, en realidad se deben
considerar e informar como resistentes. En este
caso, las CMIs de gentamicina son mas elevadas
que las de tobramicina y los valores de CMI de
amicacina suelen estar en el rango sensible debido a
que este antimicrobiano es un sustrato mas
resistente a la accion de la enzima, pero
independientemente de que las cepas se muestren
sensibles fenotipicamente, se deben considerar
resistentes ya que la capacidad bactericida de la
amicacina esta disminuida.

Las cepas de estafilococos sensibles a la
gentamicina y resistentes a la tobramicina y a la
amicacina presentan también un mecanismo de
resistencia adquirido y mediado por la enzima
nucleotidiltransferasa o adeniltranferasa denominada
ANT(4’)(4”). Esta enzima, que esta codificada por
genes albergados en plasmidos o en transposones,
adenila grupos hidroxilos de los aminoglucésidos e
inactiva a la tobramicina con mayor eficiencia que a
la amicacina. Por tanto, es frecuente observar
sensibilidad o resistencia intermedia a la amicacina
tanto en el antibiograma por difusién con discos
como por diluciébn. La tobramicina es el mejor
marcador de este mecanismo de resistencia, de
modo que aquellas cepas que aparezcan en el
antibiograma como sensibles a la gentamicina vy
resistentes a la tobramicina deben informarse como
resistentes también a la amicacina,
independientemente de que las cepas aparezcan
como sensibles a la amicacina en el antibiograma.

Es importante detectar este mecanismo de
resistencia incluyendo siempre en el antibiograma de
estafilococos los discos de gentamicina y de
tobramicina (o bien determinar por microdilucion la
sensibilidad a estos dos antimicrobianos). No se
debe asumir que la sensibilidad a la gentamicina

implica también sensibilidad al resto de los
aminoglucésidos ya que, como se indico
anteriormente, la presencia de la enzima ANT(4)(4”)
es actualmente bastante frecuente entre las cepas
de SARM de los hospitales esparioles y del resto de
Europa.

2.6. SENSIBILIDAD
GLUCOPEPTIDOS
Los estafilococos en general mantienen una elevada
sensibilidad a los glucopéptidos, de manera que lo
mas frecuente es que sean sensibles a la
vancomicina y a la teicoplanina. Sin embargo,
existen cepas con sensibilidad disminuida a ambos
antimicrobianos, tanto entre S. aureus como entre las
diferentes especies de ECN. En el caso de S.
aureus, actualmente se define una cepa como VISA
(vancomycin intermediate Staphylococcus aureus)
cuando la CMI de vancomicina frente a esta cepa,
determinada por el método de microdiluciéon en caldo
es de 4-8 mg/L segun los criterios del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Asimismo, se
considera que una cepa es resistente a vancomicina
si la CMI de vancomicina determinada por
microdilucion en caldo es de >16 mg/L. Las cepas
VISA pueden presentar también sensibilidad
disminuida o resistencia a la teicoplanina, por lo que
hoy en dia suele utilizarse el término GISA
(glycopeptide-intermediate S. aureus) para definirlas.
Los niveles relativos de resistencia a la vancomicina
y a la teicoplanina varian entre las diferentes cepas
de GISA ya que entre estas se incluyen cepas con
sensibilidad intermedia a la vancomicina vy
sensibilidad total a la teicoplanina, cepas con
sensibilidad intermedia solamente a la teicoplanina y
cepas con sensibilidad intermedia a ambos
antibidticos. En el caso de ECN se considera una
cepa con sensibilidad intermedia a la vancomicina
(CLSI) cuando los valores de CMI son de 8-16 mg/L
y resistente cuando la CMI es >32 mg/L. Los criterios
de sensibilidad de CLSI y de EUCAST para los
glucopéptidos en el género Staphylococcus se
muestran en la tabla 1. La determinacion de la
sensibilidad a la vancomicina por difusion con discos
estda desaconsejada por su falta de capacidad
discriminatoria tanto para S. aureus como para ECN
y de hecho no se han definido puntos de corte en
estos casos.

Aunque no existe un consenso general para definir
a una cepa de S. aureus como heterorresistente
(hVISA o heterogeneous vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus) en general se acepta que
una cepa hVISA es aquella frente a la cual la CMI de
vancomicina, determinada por microdilucion, esta en
el rango sensible (CMI <2 mg/L) pero en la que la
CMI de vancomicina frente a una proporcion de las
células de esa poblacion esta en el rango intermedio.
Algunos estudios han descrito elevados porcentajes
de cepas hVISA cuando la CMI de vancomicina es
de 2 mg/L, por tanto, un resultado de CMI de
vancomicina por si solo es incapaz de detectar
cepas hVISA ya que no distingue adecuadamente
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entre hVISA y cepas sensibles a la vancomicina. El
método de difusion con discos no sirve para
determinar la sensibilidad de los estafilococos a la
vancomicina ya que no permite diferenciar las cepas
de S. aureus o ECN sensibles de aquellas con
sensibilidad intermedia ni tampoco aquellas
heterorresistentes asi como tampoco detecta cepas
de ECN resistentes a los glucopéptidos (figura 3).

La presencia de cepas VISA y hVISA se comunicé
por vez primera en Japon y posteriormente se
aislaron en otras areas geograficas (Estados Unidos,
Europa, Hong Kong, Corea y Espafia). Estas cepas
se aislan con wuna frecuencia muy baja vy
generalmente después de un tratamiento prolongado
con glucopéptidos. Por otra parte, aunque las cepas
de S. aureus con una CMI de vancomicina de 4 a 8
mg/L son muy infrecuentes, aquellas con CMI de 2

mg/L son relativamente frecuentes. En un estudio
multicéntrico realizado en Estados Unidos solamente
se observd una CMI de vancomicina de >4 mg/L en
el 0,2% (n=520) de las cepas de S. aureus mientras
que en el 16,2% (n= 39.223) la CMI de vancomicina
era de 2 mg/L. En el estudio multicéntrico realizado
en 2006 en nuestro pais, todas las cepas de S.
aureus (n= 463) fueron sensibles a la vancomicina
(CMlgo <1 mg/L) y a la teicoplanina (CMIlgy <4 mg/L) y
todas las cepas de ECN (n= 403) fueron
uniformemente sensibles a la vancomicina (CMIlgg <1
mg/L) pero se detectaron dos cepas con sensibilidad
disminuida a la teicoplanina con valores de CMI = 16
mg/L (S. epidermidis y S. haemolyticus).

Tabla 1. Puntos de corte (CMI, mg/L) definidos por el CLSI y por el EUCAST para vancomicina y teicoplanina

frente a Staphylococcus

Microorganismo Antimicrobiano CLSI(2011) |EUCAST (2011)
S R S R
S, aureus Vancomicina <2 216 <2 >2
Teicoplanina <8 >32 <2° >2°
ECN Vancomicina <4 232 <2 >2
Teicoplanina <8 =32 <4 >4

# Valido también para S. lugdunensis

Figura 3. Staphylococcus aureus con resistencia intermedia a la vancomicina. CMI de vancomicina por Etest: 8
mg/L (la CMI por microdilucion es 4 mg/L). Como se ha indicado anteriormente, el empleo del disco de

vancomicina esta desaconsejado (aparentemente la cepa podria parecer sensible).




La resistencia en las cepas con este fenotipo se
debe a alteraciones en la estructura del
peptidoglicano que conducen a un engrosamiento de
la pared bacteriana, lo que determina un secuestro
de las moléculas del glucopéptido impidiendo su
union a los restos D-alanina-D-alanina, diana de
actuacion de estos antimicrobianos. También se ha
descrito que las cepas GISA presentan un aumento
de la expresién de la PBP2 y/o de la PBP2a. Las
cepas GISA y hGISA reflejan los dos tipos de
expresion de la resistencia a los glucopéptidos en S.
aureus y que también se producen en ECN: a)
expresion homogénea (CMI de vancomicina 8-16
mg/L); b) expresion heterogénea (CMI 1-4 mg/L). Las
cepas con expresidbn heterogénea son mas
frecuentes que las que poseen una expresion
homogénea y en ellas la poblacion resistente esta
presente con una frecuencia de < 10°° a 10°%, su
deteccion resulta muy dificil con los métodos
estandar habituales en los que se utiliza un inéculo
de 5x10* UFC por pocillo (método de microdilucién) o
de 1x10* UFC por deposito (método de dilucion en
agar). Por otra parte, las cepas con el fenotipo de
sensibilidad intermedio tienen una escasa estabilidad
en ausencia de glucopéptidos, de manera que, con
frecuencia, revierten al fenotipo sensible tras
sucesivos subcultivos en medios que no contienen
glucopéptidos en su composicion.

La deteccion fenotipica de las cepas de
estafilococos con resistencia intermedia o con
heterorresistencia a los glucopéptidos es dificil y se
han evaluado varios métodos para el cribado y la
confirmaciéon de este tipo de cepas. En algunas
ocasiones, sus caracteristicas morfologicas son
diferentes a las de las cepas sensibles, con
apariencia de cultivos mixtos de colonias grandes vy
pequefias de pigmentacién variable. Se debe
determinar la sensibilidad a la vancomicina en cada
uno de los diferentes morfotipos, principalmente en
el caso de S. aureus.

Como se indico anteriormente, el método de
difusion con discos no permite detectar las cepas de
estafilococos con sensibilidad disminuida a la
vancomicina de aquellas cepas sensibles, incluso
tras una incubacion de 24 horas (figura 3). Para
detectar estas cepas con sensibilidad disminuida a la
vancomicina se debe determinar la CMI por dilucién
en caldo o mediante Etest o bien mediante la
inoculacién de una placa de agar BHI (Brain Heart
Infusion) de cribado con 6 mg/L de vancomicina e
incubacion de 24 horas. Hay que tener en cuenta
que las CMIs obtenidas mediante Etest suelen ser
siempre una dilucion superior a las obtenidas por
microdilucién y que el método que define a una cepa
como VISA o hVISA es el de microdilucion. Ademas
y debido a las diferencias en los resultados de CMI
segun el método por el que ésta se determina, en el
informe debe constar el método empleado para la
toma de decisiones terapéuticas. Otra alternativa
para la deteccion consiste en utilizar el denominado
macrométodo en el que se determina la CMI
mediante Etest pero con un inéculo equivalente al 2
de la escala de McFarland. Este método es

solamente una herramienta de cribado para detectar
estas cepas pero el resultado obtenido no es la
verdadera CMI de vancomicina o de teicoplanina y
por tanto los resultados obtenidos con el
macrométodo no se deben informar como una
verdadera CMI. No obstante, la deteccion precisa de
este fenotipo requiere un analisis poblacional
(population analysis profile, PAP). Para realizar este
analisis la cepa patron a utilizar es la cepa hVISA
Mu3 (S. aureus ATCC 700698). Utilizando el PAP
como método de referencia se puede detectar el
fenotipo hVISA en cepas de S. aureus con CMIs de
vancomicina tan bajas como 0,50 1 mg/L.

En las infecciones graves por S. aureus, existe una
evidente asociacion entre CMIs >4 mg/L de
vancomicina y fracaso terapéutico y entre éste y la
deteccion de cepas heterorresistentes. Muchas de
las cepas VISA descritas con una CMI de
vancomicina de 8 mg/L se desarrollaron bajo presion
selectiva de la vancomicina en pacientes tratados
con este antimicrobiano en los que fracas6 el
tratamiento; sin embargo, debido a la naturaleza
inestable de este fenotipo, cuando las cepas se
analizan repetidamente en el laboratorio, esta CMI
puede descender hasta 1-2 mg/L por lo que es
aconsejable determinar la CMI en el primer
aislamiento del paciente sin realizar subcultivos
previos.

2.7. RESISTENCIA A LA MUPIROCINA

La mupirocina o acido pseudomoénico es un
antimicrobiano de uso exclusivamente tépico que se
utiliza ampliamente para la descolonizacién de
portadores nasales de S. aureus. El porcentaje de
cepas resistentes a la mupirocina es superior en
cepas de ECN que en S. aureus. En Espafia, segun
los datos de estudios multicéntricos, la resistencia a
la mupirocina en ECN esta en torno al 40% mientras
que en S. aureus es del 8-10% y en torno al 20% si
se analizan las cepas de SARM. El uso inadecuado
de este antimicrobiano ha conducido en algunos
centros a porcentajes del 70% de resistencia en
cepas de SARM, lo que invalida su utilidad para la
descolonizacién de pacientes infectados por este tipo
de aislamientos.

Se pueden observar dos fenotipos de resistencia a
la mupirocina: el de resistencia de bajo nivel (CMls
entre 8 y 256 mg/L) y el de alto nivel (CMI >512
mg/L). La mupirocina actia inhibiendo la enzima
isoleucil t-ARN sintetasa y en consecuencia detiene
la sintesis proteica. La resistencia de bajo nivel se
debe a mutaciones en el gen cromosomico ileS, que
codifica la sintesis de la enzima isoleucil t-ARN
sintetasa, alterando en consecuencia su centro
activo y disminuyendo su afinidad por la mupirocina.
La resistencia de alto nivel se debe a la adquisicién
de un gen adicional, de localizacién plasmidica (ileS-
2 0 mupA) que codifica una isoleucil t-ARN sintetasa
sin afinidad por la mupirocina. Por tanto, existen dos
enzimas diferentes (homologia genética del 30%)
pero con la misma actividad isoleucil t-ARN sintetasa
que contribuyen a la expresion de los dos fenotipos

de resistencia. La resistencia de bajo nivel se
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desarrolla tras la exposicion de cepas de
estafilococos a concentraciones crecientes de
mupirocina, mientras que la de alto nivel se debe a la
transferencia de un plasmido portador del gen mupA,
gen que esta ausente en las cepas con resistencia
de bajo nivel.

Aunque el CLSI no ha definido puntos de corte
para interpretar la sensibilidad a la mupirocina, en su
ultimo documento (2011) establece las técnicas para
la deteccién de cepas con resistencia a este
compuesto (= 512 mg/L). Para ello indica el uso del
disco de 200 pg y/o el empleo de un pocillo que
contenga 256 mg/L de mupirocina si se realiza
microdilucion (condiciones estandar de temperatura y
tiempo de incubacion). Cualquier halo o la falta de
crecimiento indican ausencia de alto nivel de
resistencia. EUCAST plantea el uso del disco de 200
Mg vy los puntos de corte 2 30 mm (S) y < 18 mm (R)
pero exclusivamente para cepas implicadas en
procesos de colonizacion nasal que requieran
descontaminacion. Asimismo, diferentes estudios
recomiendan que se consideren cepas sensibles si la
CMI es <4 mg/L o el halo de inhibicion es >14 mm

(utilizando discos de 5 ug). En el caso de que
mediante la técnica de difusién con el disco de 5 ug
la cepa sea resistente (halo <14 mm) sera necesario
determinar siempre la CMI mediante el método de
microdilucion o mediante Etest, ya que un valor de
CMI de 8 o de 256 mg/L tiene diferentes
implicaciones clinicas. Si no se dispone de estas
técnicas se puede utilizar la combinacion de discos
de mupirocina de 5 png y de 200 pg o bien utilizar
solamente el de 20 pg para determinar si la
resistencia es de bajo o de alto nivel como se indica
en la tabla 2.

Si una cepa presenta resistencia de bajo nivel a la
mupirocina, este antimicrobiano se puede utilizar en
la descolonizacién nasal con pomada de mupirocina
al 2% ya que esto supone una concentracion de
20.000 mg/L. No obstante, se ha descrito que hay
mayor riesgo de fracaso en la descolonizaciéon en
estos casos que cuando la cepa es sensible a la
mupirocina. Cuando la cepa presenta resistencia de
alto nivel, el antimicrobiano es ineficaz.

Tabla 2. Fenotipos de resistencia a mupirocina obtenidos mediante el método de difusién con discos (Finlay JE et
al. Antimicrob Agents Chemother. 1997;41:1137-9) y su relacion con los valores de CMI (mg/L)

. Resistencia de Resistencia de
Sensible baio nivel | Vel
(mm halo) ajo nive alto nive
(mm halo) (mm halo)
Un disco:
>17 6-16 0
(20 png)
Dos discos:
(5 ng) >14 <14 <14
(200 pg) >6 >6 0
CMI CMI CMI
(mg/L) (mgl/L) (mgl/L)
<4 8-256 >512

2.8. RESISTENCIA AL LINEZOLID

La resistencia al linezolid es actualmente poco
frecuente y generalmente se produce en pacientes
con tratamientos prolongados con este
antimicrobiano, por diseminacion de clones
resistentes en unidades hospitalarias o por
diseminaciéon de transposones o plasmidos que
contienen el gen cfr. En el estudio multicéntrico
realizado en 2006 en Espafa y previamente descrito,
la resistencia al linezolid fue del 0,2% tanto en S.
aureus (1 cepa) como en los ECN (1 cepa de S.
epidermidis).

En el laboratorio se pueden observar tres fenotipos
de resistencia al linezolid en estafilococos: a)
resistencia cruzada al linezolid y a las
pleuromutilinas; b) resistencia cruzada al linezolid,
los fenicoles, las pleuromutilinas, las lincosamidas y

la estreptogramina A; c) resistencia cruzada al
linezolid, los macrélidos y el cloranfenicol.

Estos tres fenotipos se corresponden con los tres
tipos de mecanismos de resistencia que han sido
descritos para el linezolid y en general para las
oxazolidinonas: a) mutaciones nucleotidicas en el
dominio V del ARNr 23S (gen rrn), muy diversas,
pero fundamentalmente Gly2447Thr, Thr2500Ala y
Gly2576Thr, siendo esta ultima la mas frecuente.
Este es el mecanismo de resistencia mas frecuente y
los niveles de resistencia aumentan en funcién del
numero de copias del gen ARNr 23S afectadas, que
suelen ser 5 0 6 en los estafilococos; b) adquisicion
del gen cfr que codifica la produccion de una
metiltransferasa  ribosbmica y que confiere
resistencia a 5 clases de antimicrobianos (fenicoles,
lincosamidas, oxazolidinonas, pleuromutilinas vy
estreptogramina A; c) mutaciones en los genes que
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codifican las proteinas L3 y L4 de la subunidad
ribosémica 50S, poco frecuentes y codificadas por
los genes rplC y rpID, respectivamente. Diversas
combinaciones de estos mecanismos pueden
coexistir en la misma cepa.

En el primer caso generalmente se observan CMIs
de linezolid elevadas (>32 mg/L) aunque también
pueden ser inferiores dependiendo del numero de
alelos mutados, pero en el caso de la resistencia
mediada por el gen cfr algunas cepas pueden
presentar CMIs en el rango de sensibilidad (<4
mg/L), por ello siempre que se sospecha resistencia
al linezolid (CMls en el rango alto de sensibilidad) es
necesario analizar conjuntamente los resultados de
sensibilidad al resto de los antimicrobianos afectados
por este mecanismo. Ademas, al tratarse de un
mecanismo de resistencia transferible, si no se
detecta precozmente hay riesgo de transmision a
otras cepas si no se implantan las medidas
adecuadas.

El método mas adecuado para detectar Ila
resistencia al linezolid es el de microdilucién. Los
resultados de CMI obtenidos por Etest son
generalmente mas bajos, principalmente cuando la
resistencia estd mediada por el gen cfr y las CMIs
pueden ser tan bajas como 1 0 2 mg/L (sensibles). El
método de difusién con discos tampoco detecta
adecuadamente la resistencia al linezolid, excepto en
los casos con alto nivel de resistencia (CMI >32
mg/L). En el caso de resistencia mediada por
mutacién ribosémica, también hay resistencia a las
pleuromutilinas, aunque la dificultad para disponer de
estos antimicrobianos en los laboratorios de
microbiologia no permite determinar la resistencia o
sensibilidad a ellos.

En el caso de las cepas resistentes al linezolid
mediada por el gen cfr es caracteristica la resistencia
simultanea a la clindamicina y al cloranfenicol pero la
sensibilidad a los macrdlidos. Sin embargo, la
relativa frecuencia de cepas que presentan dos o
tres mecanismos de resistencia diferentes
(resistencia al cloranfenicol, resistencia de tipo MLSg,
etc.) dificulta la adecuada deteccion de resistencia al
linezolid mediada por este mecanismo.

La utilizacion de discos de
quinupristina/dalfopristina no ayuda a la deteccion de
este mecanismo puesto que al incluir una
estreptogramina A y una estreptogramina B, muchas
cepas con el gen cfr pueden ser sensibles a la
estreptogramina B y por tanto, sensibles a la
combinacion. Cuando la resistencia esta mediada
por alteraciones en las proteinas L3 y L4 se produce
resistencia cruzada al cloranfenicol y a los
macrolidos, pero como ya se indicé anteriormente,
debido a la relativa frecuencia de cepas que
presentan otros mecanismos de resistencia
conjuntos que pueden afectar a la actividad del
cloranfenicol o de los macrdélidos, es dificil sospechar
la presencia de este mecanismo.

3. RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS EN
ENTEROCOCOS

3.1 RESISTENCIA DE ALTO NIVEL A LA
GENTAMICINA Y A LA ESTREPTOMICINA

Los enterococos presentan un mecanismo de
resistencia intrinseco de bajo nivel a los
aminoglucésidos debido al transporte deficiente de
estos antimicrobianos al interior de la bacteria. Esta
resistencia se caracteriza por conferir valores de CMI
que oscilan entre 4-64 mg/L para la gentamicina y
entre 16-256 mg/L para la estreptomicina. Sin
embargo, cuando se asocia un aminoglucésido con
otro antimicrobiano que actua a nivel de la pared
celular (betalactamico o glucopéptido) se produce un
efecto sinérgico de gran utilidad para el tratamiento
de infecciones graves producidas por estos
microorganismos. No obstante, los enterococos
adquieren con facilidad determinantes genéticos
asociados a la produccion de enzimas modificadoras
de aminoglucésidos, lo que conlleva la expresion de
altos niveles de resistencia (RAN) a dichos
compuestos y la pérdida del efecto sinérgico
anteriormente indicado. La incidencia de enterococos
con RAN a la gentamicina o a la estreptomicina varia
mucho segun las localizaciones geograficas y el
origen de los aislamientos. En el caso de RAN a la
gentamicina, la prevalencia en aislamientos clinicos
es moderada-alta (rango segun los estudios, 1-65%)
y en el caso de Espafia, segun los datos del Annual
report of the European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARS-Net) del 2009, oscila
entre el 25% y el 50%. La frecuencia de deteccién de
RAN a la estreptomicina es elevada, con un rango
que oscila entre el 25% y 70% segun los diferentes
estudios.

La RAN a la gentamicina (CMI >500 mg/L) esta
generalmente asociada a la expresién de la enzima
bifuncional AAC(6")-APH(2”), que también afecta a la
tobramicina, a la amicacina, a la kanamicina y a la
netilmicina pero no a la estreptomicina. La RAN a la
gentamicina también puede estar mediada por la
expresion de enzimas inusuales como (APH(2")-Ib,
APH(2")-ld o APH(2")-le, lo que resulta en un
fenotipo similar al indicado, pero sin afectacion de la
amicacina. Asimismo, existen cepas de enterococo
resistentes a la gentamicina con valores inferiores de
CMI (256 mg/L) debido a la expresion de la enzima
APH(2")-Ic que afecta también a la tobramicina y a la
kanamicina pero no a la amicacina ni a la netilmicina.
Este ultimo fenotipo es poco frecuente.

La RAN a la estreptomicina (CMI >2.000 mg/L)
generalmente se asocia con la expresion de enzimas
modificadoras de aminoglucésidos (ANT(6)-la o
ANT(2")-la, aunque también puede estar causada
ocasionalmente por mutaciones ribosémicas (en este
caso el nivel de resistencia es muy elevado, CMI
>32.000 mg/L); este ultimo mecanismo se ha
detectado sobre todo en mutantes obtenidos in vitro.

La expresion simultanea de varias enzimas
modificadoras puede dar lugar a un fenotipo de
resistencia que incluye a todos los aminoglucésidos
de interés clinico.
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De lo anteriormente indicado, se puede concluir: 1)
Cuando una cepa presenta RAN a la gentamicina,
generalmente se asocia con RAN a los otros
aminoglucésidos de interés clinico excepto la
estreptomicina (algunas enzimas, infrecuentes,
afectan a la gentamicina y no a la amicacina o a la
netiimicina); 2) La RAN a la estreptomicina esta
causada por un mecanismo independiente del resto
de los aminoglucdsidos de interés clinico por lo que
no existen resistencias cruzadas; 3) Los métodos
actualmente aceptados por el CLSI para la deteccion
de RAN a la gentamicina pueden no detectar ciertas
cepas portadoras de la enzima APH(2")-Ic
(infrecuente) que confiere bajos niveles de
resistencia (CMI 256 mg/L), sin embargo estas cepas
se pueden detectar si se utiliza el punto de corte
>128 mg/L establecido por EUCAST. Los genes que
codifican las enzimas modificadoras de
aminoglucésidos suelen localizarse en plasmidos
transferibles. De este modo, el gen aac(6’)-aph(2")
se ha detectado en el transposén Tn4001 (y distintas
variantes del mismo) y se han descrito cepas de E.
faecalis con dicho gen en plasmidos relacionados
con feromonas, lo que facilita su diseminacion ya
que éstas favorecen la conjugacion. Por otro lado, el
gen que codifica la enzima ANT(6)-la se ha
localizado en el transposén Tn5466 o incluido en
plasmidos transferibles asociados a otros genes de
resistencia a antimicrobianos.

La deteccion de la RAN a la gentamicina y a la
estreptomicina se puede realizar mediante las
siguientes técnicas:

1) Difusion con discos de alta carga
(gentamicina, 120 pg; estreptomicina, 300 ug) en
agar Mueller Hinton, con un inéculo equivalente al
0,5 de la escala de McFarland e incubacion a 35°C
durante 16-18 h (recomendaciones del CLSI). En
funcion del halo de inhibicidon se establece si la cepa
presenta RAN a los aminoglucésidos estudiados vy
con ello si es factible la sinergia de dichos
compuestos con antimicrobianos que actuan a nivel
de la pared celular. Si el halo de inhibicién es <6 mm
(tanto para gentamicina como para estreptomicina)
se considera que hay RAN y que por tanto no existira
sinergismo entre aminoglucésidos y betalactamicos o
glucopéptidos. En ocasiones, los resultados de la
difusion con disco son poco concluyentes (halos de
inhibicion en el rango 7-9 mm) lo cual requiere la
confirmacion con otros métodos como los que se
mencionan a continuacion:

2) Microdilucion en caldo o dilucion en agar: se
emplea el medio BHI (brain heart infusion) al que se
afaden 500 mg/L de gentamicina o bien 1.000 o
2.000 mg/L de estreptomicina (microdilucién en caldo
o dilucién en agar, respectivamente); tras una
incubacion durante 24 horas a 35°C, cualquier tipo
de crecimiento sera indicativo de resistencia y por
tanto de ausencia de posible sinergia con agentes
activos sobre la pared celular.

3) Curvas de letalidad: permiten determinar la
probabilidad de sinergia entre betalactdmicos vy
aminoglucésidos. Es un método laborioso que no se
realiza de rutina si bien aporta importante

informacion sobre la cinética de muerte de las
bacterias frente a los antimicrobianos estudiados.

La deteccion de cepas con el gen aph(2”)-Ic puede
plantear problemas si se usan los puntos de corte
establecidos por el CLSI ya que, como se ha
comentado, este mecanismo puede dar lugar a
moderados niveles de resistencia a la gentamicina
(CMI: 256 mg/L) que no se detectan si se usa una
Unica concentracion de gentamicina de 500 mg/L.
Hasta la fecha este mecanismo de resistencia es
infrecuente pero no hay que descartar que algunas
cepas puedan pasar desapercibidas por dicha causa.
Esta situacion plantea la posibilidad de que en el
futuro haya que revisar los puntos de corte del CLSI
para la deteccion de la RAN a gentamicina en
Enterococcus spp. Segun los criterios de EUCAST,
la deteccion de estas cepas se puede realizar
utilizando un disco de gentamicina con una carga de
30 ug, y si el halo de inhibicion es <8 mm, se
considera que la cepa presenta RAN a gentamicina
(CMI >128 mg/L).

El tratamiento de infecciones graves por
enterococos, particularmente la bacteriemia, la
endocarditis y la meningitis, se realiza con la
combinacion de un aminoglucésido (habitualmente
gentamicina o estreptomicina) con un antimicrobiano
que actue a nivel de Ila pared bacteriana
(betalactamico o glucopéptido), por ello, la deteccién
de cepas de enterococos implicadas en este tipo de
infecciones que poseen RAN a los aminoglucésidos
pueden representar un problema terapéutico ante la
imposibilidad de conseguir un efecto sinérgico, lo
que exigira la busqueda de otras alternativas de
tratamiento. En el caso de cepas de E. faecalis se
puede utilizar la combinacién de ampicilina con
ceftriaxona, que también es sinérgica.

3.2. RESISTENCIA A LOS GLUCOPEPTIDOS
En el afio 1989 se describid por primera vez la
resistencia a la vancomicina en el género
Enterococcus y desde entonces se ha observado un
aumento importante de este tipo de cepas
resistentes entre los aislamientos clinicos,
principalmente en Estados Unidos y sobre todo, en
pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos (UCI). El porcentaje de enterococos
resistentes a la vancomicina (ERV) entre los
aislamientos clinicos en Europa es mas bajo, aunque
variable segun los paises. De acuerdo con los datos
publicados por el EARS-net en 2009, en el caso de
Espafia, la resistencia oscilaba entre 1-5% para los
aislamientos invasivos de E. faecium y era menor de
1% en los de E. faecalis, aunque en paises como
Portugal, Irlanda o Inglaterra los porcentajes eran
superiores (10-50%). No obstante, se han descrito
brotes epidémicos de ERV en algunos hospitales.
Las cepas de E. faecium resistentes a la
vancomicina aisladas en hospitales pertenecen,
mayoritariamente, al Complejo Clonal de Alto Riesgo
Hospitalario 17 (CC17) que se encuentra diseminado
globalmente y que se asocia generalmente a otras
resistencias (ampicilina y ciprofloxacino) y a la
expresion de ciertos factores de virulencia (proteina
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de superficie codificada por el gen esp y en algunos
casos, la hialuronidasa codificada por el gen hyl).

Se han descrito 2 tipos de resistencia a los
glucopéptidos en enterococos:
1) Resistencia intrinseca. Es propia de las especies
Enterococcus gallinarum (gen vanC-1), Enterococcus
casselifavus  (gen vanC-2) y Enterococcus
flavescens (gen vanC-3). Se caracteriza por conferir
bajos niveles de resistencia a la vancomicina (CMI 2-
32 mg/L) segun los criterios del CLSI (ver tabla 3).
Asimismo estas cepas son sensibles a la
teicoplanina (CMI 0,5-2 mg/L) segun estas normas.
Estos genes se localizan en el cromosoma
bacteriano y no son transferibles por lo que tienen
escasa trascendencia epidemioldgica y clinica. Estas
especies son las unicas que son moviles en el
género Enterococcus, por lo que esta caracteristica
permite diferenciarlas.
2) Resistencia adquirida. Se han descrito 6 fenotipos
diferentes (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG, y VanL)
mediados por los cluster de genes de resistencia
vanA, vanB, vanD, vanE, vanG, y vanL
respectivamente. Los fenotipos VanA y VanB son los
mas frecuentes, mientras que VanD, VanE, VanG y

VanL son infrecuentes y no se han detectado hasta
la fecha en Espanfa.

El fenotipo VanA se caracteriza por presentar
elevados niveles de resistencia a la vancomicina y a
la teicoplanina (CMI 16-1.024 mg/L), es de caracter
inducible (por parte de vancomicina y teicoplanina) y
es el mas frecuente entre los aislamientos clinicos de
enterococos resistentes a la vancomicina (figura 4).
En los ultimos afios se ha observado la aparicion del
fenotipo VanB (principalmente el mediado por el
cluster de genes vanB2, ya que se han diferenciado
también los clusters de genes vanB1 y vanB3) y que
se ha detectado en varios hospitales espanoles con
una frecuencia similar a la del fenotipo VanA. El
fenotipo VanB se caracteriza por presentar
moderados niveles de resistencia a la vancomicina,
CMI 4-32 mg/L y sensibilidad a la teicoplanina (CMI
0,5-1 mg/L) aunque se han descrito cepas con altos
niveles de resistencia a la vancomicina (CMI 1.024
mg/L). El fenotipo VanB es inducible por vancomicina
y se han descrito fracasos terapéuticos en pacientes
infectados por estas cepas que han sido tratados con
teicoplanina, por lo que deberian informarse como
resistentes (figura 5).

Figura 4. Cepa de Enterococcus faecium con el fenotipo VanA.

Figura 5. Cepa de Enterococcus faecalis con el fenotipo VanB. A) Imagen izquierda. Se observa sensibilidad
intermedia a la vancomicina (CMI 8-16 mg/L) y la presencia de colonias dentro del halo tras 24 h de incubacion
debido a la induccion del gen vanB por el antimicrobiano. B) Imagen derecha. Utilizando luz transmitida se observa
un halo de inhibicién a la vancomicina (15-16 mm, sensibilidad intermedia) en cuyo interior hay un crecimiento
tenue. En este caso se requiere la determinacion de la CMI de vancomicina y teicoplanina (por microdiluciéon o
Etest) para la confirmacion del fenotipo VanB ya que no es posible definirlo mediante el método de difusion con

discos.
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Los fenotipos VanD, VanE, Van F, VanG y VanL
confieren asimismo bajos niveles de resistencia a la
vancomicina y sensibilidad a la teicoplanina. En
ocasiones se han detectado discrepancias fenotipo-
genotipo en la resistencia a la vancomicina (por
ejemplo genotipo vanA vy fenotipo VanB/VanD)
relacionadas con modificaciones en el sistema de
regulacion del cluster de genes vanA o bien a nivel
del gen vany.

La vancomicina actua inhibiendo la sintesis de la
pared celular al unirse al extremo D-alanina-D-
alanina del precursor pentapéptido del
peptidoglicano. EIl fenotipo VanA resulta de la
expresion del cluster de genes vanA que da lugar a
la formacion de un precursor del peptidoglicano
modificado (D-Ala-D-Lac) por el que la vancomicina
tiene escasa afinidad de unién y que permite a la
bacteria continuar con la sintesis de su pared celular.
El cluster de genes vanA asociado a este fenotipo se
detecta en el transposén Tn1546 o en sus multiples
variantes que a su vez se localizan en plasmidos
transferibles y ocasionalmente, en el cromosoma,
formando parte de grandes elementos conjugativos.
El mecanismo mediado por vanB (del que se han
descrito 3 subtipos: vanB1, vanB2 y vanB3) da lugar
asimismo a un precursor modificado del
peptidoglicano  (D-Ala-D-Ser) por el que la
vancomicina posee escasa afinidad. El cluster vanB
se localiza generalmente en el cromosoma, aunque
también lo hace en plasmidos y puede transferirse
por conjugacion asociado a grandes elementos
genéticos (de 90 a 250 Kb). Se ha localizado en los
transposones Tn1547 o Tn5382/Tn1549 (vanBl o
vanB2, respectivamente).

En el laboratorio la deteccién del fenotipo VanA es
sencilla, sin embargo, existen algunos problemas
para la deteccion de los otros fenotipos (VanB a
VanL) por los bajos niveles de resistencia a la
vancomicina que pueden conferir (a veces en la
categoria de sensibles). En estos casos es
importante la deteccién del mecanismo de
resistencia mediante técnicas de PCR con cebadores
especificos.

Los métodos fenotipicos que se emplean para
detectar la resistencia a glucopéptidos en
enterococos incluyen: a) Difusion con discos en
medio agar Mueller Hinton. Este método tiene bajo
poder discriminatorio, sobre todo con los valores
intermedios de CMI, 8-16 mg/L y su realizacion debe
evitarse siempre que sea posible. La lectura del
antibiograma se debe hacer a las 24 h completas de

incubacion y con luz transmitida, considerando como
resistente la presencia de cualquier crecimiento o
velo dentro del halo de inhibicién. En caso de duda
debe realizarse la determinacion de las CMIs de
vancomicina y de teicoplanina mediante métodos de
dilucién o mediante Etest (ver figura 5).

b) Microdilucién y dilucion en agar. Para ello se
utiliza el medio Mueller Hinton suplementado con
cationes (Ca™y Mg*?), un inéculo estandar (0,5 de la
escala McFarland) e incubacion de 24 h a 35+2°C.

c) Método de cribado. El CLSI recomienda el uso de
una placa de agar BHI con 6 mg/L de vancomicina,
un inéculo de 10°-10° UFC/depésito (1-10 pl de un
in6culo equivalente al 0,5 Escala McFarland) y una
incubacion de 24 h a 35+2°C. La detecciéon de mas
de 1 colonia, de un ligero o de un claro crecimiento
son indicativos de resistencia a la vancomicina.

d) Empleo de medios de agar cromogénico
comercializados para el aislamiento selectivo de
cepas de enterococo resistentes a la vancomicina
que permiten realizar estudios de vigilancia
epidemioldgica.

La deteccion de cepas de Enterococcus spp. con
mecanismos de resistencia adquirida a
glucopéptidos tiene un gran interés tanto desde el
punto de vista clinico como epidemiolégico. Es
importante diferenciar claramente las cepas con un
mecanismo intrinseco de resistencia no transferible a
la  vancomicina (especies E. gallinarum/E.
casseliflavus/E. flavescens) de aquellas cepas de
enterococo, fundamentalmente E. faecium y E.
faecalis, con mecanismos adquiridos, generalmente
transferibles por conjugacion y por tanto con gran
interés clinico y epidemioldgico. Se debe tener en
cuenta que los glucopéptidos pueden estar indicados
en asociacion con aminoglucésidos para el
tratamiento de infecciones graves por enterococos
en pacientes en los que no sea posible el uso de
betalactamicos. Ademas, las cepas de enterococo
portadoras de los mecanismos de resistencia vanA o
vanB2 con mucha frecuencia son también
resistentes a otros antimicrobianos no
glucopeptidicos como son los aminoglucosidos (alto
nivel de resistencia), los betalactamicos o el
ciprofloxacino, lo que dificulta la bisqueda de
alternativas terapéuticas. En la tabla 3 se indican los
puntos de corte definidos por el CLSI y por el
EUCAST para vancomicina y teicoplanina frente a
enterococos.

Tabla 3. Puntos de corte (CMI, mg/L) definidos por el CLSI y por el EUCAST para vancomicina y teicoplanina

frente a enterococos

Microorganismo Antimicrobiano CLSI (2011) EUCAST (2011)
S R S R ECOFF®
Enterococcus spp. | Vancomicina <4 =232 <4 >4 <4
Teicoplanina <8 232 | <2 | >2 2°
@ Punto de corte epidemioldgico
® Para E. faecalis y E. faecium
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4. RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS EN
Streptococcus pneumoniae

4.1. RESISTENCIA A LOS BETALACTAMCOS

Los antimicrobianos betalactamicos, particularmente
la penicilina, la amoxicilina y las cefalosporinas de
tercera generacién, son ampliamente utilizados para
el tratamiento de las infecciones neumocécicas. En
Espafia, la tasa de resistencia a la penicilina
aumentd progresivamente desde el 6% en 1979
hasta un maximo de 44% a finales de la década de
1980, oscilando entre el 34% y el 44% en la década
de 1990. Tras la introduccion de la vacuna
neumocadcica conjugada heptavalente, el porcentaje
de resistencia ha disminuido progresivamente hasta
un 22% en 2008, y un 27% en 2009 segun los datos
del EARS-net, al igual que lo que se ha observado
en Estados Unidos y en otros paises en los que se
ha introducido esta vacuna.

En Estados Unidos, en 1987, se detectaron las
primeras cepas de S. pneumoniae resistentes a la
penicilina, aumentando hasta el 25% de los
aislamientos invasivos en 1997. Los estudios de
vigilancia mundiales mostraron un aumento
significativo de la resistencia a la penicilina en las
décadas de 1990 y de 2000. Los mayores
porcentajes de resistencia a la penicilina se
encuentran en Sudafrica, el Sudeste Asiatico y el
Extremo Oriente. En Europa, los datos de EARS-net
indican que la mayoria de los paises del norte de
Europa tienen tasas de resistencia a la penicilina
inferiores al 5%, mientras que los del sur superan el
25%.

La resistencia de S. pneumoniae a la penicilina se
debe a cambios estructurales en las dianas, las
proteinas fijadoras de penicilina (penicillin-binding
proteins, PBPs). Las principales PBPs implicadas en
la resistencia a los betalactamicos son las PBP 1a,
2b y 2x. Los genes que las codifican tienen una
estructura en mosaico, ya que una parte de ellos ha
sido reemplazada por variantes alélicas de genes de
otras cepas de S. pneumoniae o de estreptococos
del grupo viridans.

La resistencia a la penicilina ocurre de manera
gradual, de forma que la acumulacion de cambios en
diferentes dianas confiere valores mas altos de CMIs
de los betalactamicos. Las alteraciones en las PBPs
2b y 2x confieren resistencia de bajo nivel a la
penicilina. Los cambios en la PBP 1a confieren
resistencia de alto nivel a la penicilina en aquellos
aislamientos que tienen alterada la PBP 2x o las dos
(PBP 2b y PBP 2x). Las cefalosporinas de tercera
generacion no se unen a la PBP 2b por lo que la
resistencia a estos compuestos se debe a cambios
en las PBPs 2x y 1a. Los neumococos resistentes a
la penicilina presentan menor afinidad por los otros
antimicrobianos betalactamicos.

Las cepas con CMI de penicilina 20,12 mg/L se
asocian a fracasos en el tratamiento de la meningitis
neumocodcica ya que los niveles alcanzados en
liquido cefalorraquideo con dosis estandar de
penicilina son bajos. Por este motivo, el CLSI
establecid6 los puntos de corte considerados
“clasicos” para la penicilina (sensible < 0,06 mg/ml,

resistencia intermedia 0,12-1 mg/L y resistente 22
mg/L) a finales de la década de 1970. Sin embargo,
la neumonia y ofras infecciones no-meningeas
causadas por aislamientos con CMI de penicilina
entre 0,12 y 2 mg/L se pueden tratar con éxito con
penicilina parenteral, amoxicilina o cefalosporinas.
Asi, en 2002, se revisaron los puntos de corte de
ceftriaxona y de cefotaxima distinguiendo entre
infeccion meningea (sensible CMI <0,5 mg/L;
resistencia intermedia CMI =1 mg/L; resistente CMI
22 mg/L) e infeccién no meningea (sensible CMI <1
mg/L; resistencia intermedia CMI =2 mg/L; resistente
CMI 24 mg/L). En el afio 2008 el CLSI modifico los
puntos de corte de penicilina en funcién del tipo de
infeccion y de la via de administracion y estos
valores se mantienen actualmente. Los puntos de
corte de penicilina parenteral en infeccion no
meningea son: sensible CMI <2 mg/L; resistencia
intermedia CMI =4 mg/L; resistente CMI 28 mglL,
mientras que en la infeccion meningea los
aislamientos con CMI de penicilina = 0,12 mg/L se
consideran resistentes.

Las cepas sensibles a la penicilina (< 0,06 mg/L) lo
son también al resto de los antimicrobianos
betalactamicos utilizados en el tratamiento de la
infeccion neumocdcica. La utilizacion de los discos
de penicilina (10 U) esta totalmente desaconsejada
para determinar la sensibilidad de S. pneumoniae
frente a este antimicrobiano. La utilizacion de discos
de cefotaxima, ceftriaxona o cefepima también esta
desaconsejada. El cribado por difusidon con discos de
oxacilina (1pg) se considera el mejor método para
detectar las CMIs de penicilina con valores
superiores a 0,06 mg/L. La sensibilidad a la
oxacilina implica sensibilidad a todos los
betalactamicos.

En la actualidad, utilizando los puntos de corte
meningeos, el 75-80% de las cepas de S.
pneumoniae que causan infeccion sistémica son
sensibles a la penicilina y el 95-98% son sensibles a
la cefotaxima. Si se aplican los criterios no
meningeos, en el momento actual en Espafia el 95-
98% de las cepas invasivas son sensibles a la
penicilina (CMI <2 mg/L) y el 99% son sensibles a la
cefotaxima (CMI <1 mg/L).

4.2. RESISTENCIA A LAS FLUOROQUINOLONAS

Las nuevas fluoroquinolonas, principalmente
levofloxacino, se utilizan ampliamente para el
tratamiento de la neumonia adquirida en la
comunidad debido a la mejora de su actividad
antineumocoécica respecto a ciprofloxacino. Sin
embargo, el aumento del consumo de estos
compuestos se ha relacionado con la aparicion de
resistencia en esta especie. En nuestro pais, al igual
que en otros paises europeos, la resistencia de S.
pneumoniae a ciprofloxacino es inferior al 5%. La
resistencia es mas frecuente en pacientes mayores
de 65 anos, con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y que han recibido tratamientos previos con
fluoroquinolonas. Recientemente también se ha
observado un aumento de la resistencia a

fluoroquinolonas en neumococos pertenecientes al
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serotipo 8 en pacientes infectados por el VIH en
algunas areas geograficas de Espafia. En Canada, el
aumento del consumo de fluoroquinolonas se asocié
al incremento de la resistencia de S. pneumoniae a
ciprofloxacino, de 0,6% en 1998 a 7,3% en 2006.

El principal mecanismo de resistencia a
fluoroquinolonas en S. pneumoniae es debido a las
mutaciones en las regiones determinantes de
resistencia a quinolonas (QRDRs) tanto de la ADN
topoisomerasa IV (ParC y ParE) que es la diana
primaria, como de la ADN girasa (GyrA y GyrB) que
es la diana secundaria. La resistencia también puede
adquirirse por recombinacién interespecies con
estreptococos del grupo mitis, sin embargo este
mecanismo es poco frecuente.

Las mutaciones puntuales en la diana primaria
[ParC (Ser79, Ser80 o Asp83) o ParE (Asp435)]
confieren resistencia de bajo nivel a ciprofloxacino
con CMis entre 4-16 mg/L. Las CMis de
levofloxacino de estas cepas oscilan entre 1 y 4
mg/L, siendo hasta el 85% de ellas consideradas
como sensibles a este antimicrobiano utilizando los
puntos de corte del CLSI. Los cambios en las dos
QRDRs [topoisomerasa IV (ParC y/o ParE) y ADN
girasa (GyrA, Ser81 y Glu85)] confieren resistencia
de alto nivel a ciprofloxacino (CMI 216 mg/L) y las
cepas que poseen estos cambios son siempre
resistentes a levofloxacino (CMI >8 mg/L).

La descripcion de fracasos terapéuticos durante el
tratamiento con fluoroquinolonas de pacientes
infectados con cepas de S. pneumoniae
“aparentemente sensibles” a levofloxacino (CMI =2
mg/L) se asocia con cepas con mutaciones de primer
nivel en ParC. Estas cepas desarrollan mutaciones
en gyrA en el curso del tratamiento lo que confiere
alto nivel de resistencia a las fluoroquinolonas. Por
tanto, la deteccion de las cepas que presentan
mutaciones de primer nivel es importante para evitar
fallos en el tratamiento antimicrobiano. El dltimo
documento de EUCAST (2011) indica que las cepas

salvajes de S. pneumoniae no se deben considerar
sensibles a ciprofloxacino y por lo tanto se deben
categorizar como de “sensibilidad intermedia” a esta
fluoroquinolona. ElI CLSI nunca ha incluido a
ciprofloxacino entre los antimicrobianos cuya
sensibilidad debe estudiarse en el antibiograma de
S. pneumoniae (tabla 4).

El valor de CMI de ciprofloxacino de 4 mg/L
propuesto por Chen y cols. es el mas utilizado para
detectar cepas con mutaciones de primer nivel. Por
otro lado, el Comité de I'Antibiogramme de la Société
Frangaise de Microbiologie (SFM, 2010) recomienda
la utilizacion de discos de norfloxacino (5 pg) como
método de cribado para detectar cepas de
neumococo con mutaciones de primer nivel,
utilizando como punto de corte de resistencia a
aquellos halos de <10 mm. En nuestra experiencia,
utilizando estos discos de norfloxacino el punto de
corte de <10 mm tiene una sensibilidad superior al
97% y una especificidad del 88% para la deteccion
de cepas con mutaciones que confieren resistencia a
las fluoroquinolonas (datos no publicados de los
autores).

El cribado inicial de cepas con mutaciones de
primer nivel que confieren bajo nivel de resistencia a
las fluoroquinolonas puede hacerse facilmente por la
técnica de difusién con disco. El medio utilizado es el
agar Mueller-Hinton con 5% de sangre de carnero y
se requiere una incubacién de 20-24 h en atmésfera
enriquecida con 5% de CO,. Esta técnica puede
realizarse directamente a partir de las botellas de
hemocultivo con crecimiento positivo en las que se
sospeche la presencia de S. pneumoniae. El
principal inconveniente es la posibilidad de obtener
falsa resistencia (halos inferiores a 10 mm) en
aquellas cepas con fenotipo mucoso como son las
del serotipo 3.

Tabla 4. Puntos de corte (CMI, mg/L) para ciprofloxacino y levofloxacino frente a Streptococcus pneumoniae

SFM @ CLSI EUCAST "
Microorganismo Antimicrobiano (2010) (2011) (2011)
S R S R S R | ECOFF°
Norfloxacino >° | - - - - - - -
Streptococcus pneumoniae| Ciprofloxacino ND ND ND ND [=0,12¢]| >2 <2
Levofloxacino <2 >2 <2 =8 <2 >2 <2

de “sensibilidad intermedia”
ND: no definido

25 Disco de 5 pg, s6lo como cribado de sensibilidad disminuida a las fluoroquinolonas (halo <10 mm); CMI de
norfloxacino >16 mg/L también indica sensibilidad disminuida a las fluoroquinolonas.

¢ Punto de corte epidemioldgico (Epidemiological cut-off value)

4 “as cepas salvajes de S. pneumoniae no se consideran sensibles a ciprofloxacino y se categorizan como
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propésito de este PNT es la descripcién del
procedimiento de deteccion rapida de la produccion de
betalactamasa (penicilinasa) por microorganismos de los
géneros Staphylococcus y Enterococcus a partir de
colonias en cultivo puro.

2. FUNDAMENTO

La betalactamasa es una enzima que modifica e inactiva
las penicilinas. Si un microorganismo la produce, indica
gue éste es resistente a todas las penicilinas (penicilina,
ampicilina,  amoxicilina,  carbenicilina, ticarcilina,
azlocilina, mezlocilina y piperacilina). Para su deteccion
se utilizan discos impregnados con una cefalosporina
cromogénica (nitrocefin) que en presencia de una
betalactamasa se hidroliza y debido al cambio en la
configuracion de electrones se obtiene un producto
coloreado (figura 1).

Figura 1. Prueba de deteccion de beta-lactamasa.
Resultado: Izquierda: negativo; derecha: positivo

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de seguridad del laboratorio de Microbiologia

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
2011. Performance standards for antimicrobial
susceptibility  testing: twenty first informational
supplement. M100-S21. Vol. 31;n°1. (Se utilizara el
documento vigente correspondiente)

- Folleto informativo del fabricante

4. MUESTRAS

Cepas de microorganismos de los géneros
Staphylococcus 0 Enterococcus en cultivo puro en
medios de agar sangre o agar chocolate en los que se
requiera la determinacion de esta prueba.

La deteccibn de produccion de penicilinasa
estafilocécica requiere la induccidon previa con
penicilina, por tanto, previamente se debe realizar un
antibiograma en medio Mueller Hinton con un disco de
10 unidades de penicilina (inéculo de 0,5 de la escala
de McFarland e incubacion de 18-20 h a 35-37°C) para
realizar la prueba a partir de las colonias crecidas en
el borde del halo de inhibicion de la penicilina. En el
caso del género Enterococcus no es necesario realizar
esta induccién previa.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

- Agar Mueller Hinton

- Discos de nitrocefin (Cefinase BBL 231650)

- Tubos con agua estéril

- Discos de penicilina de 10 unidades

6. APARATOS Y MATERIAL
- Estufa de cultivos

- Portaobjetos

- Pinzas

- Pipeta Pasteur estéril

- Asas de cultivo

7. PROCEDIMIENTO

1. Con la ayuda de las pinzas previamente flameadas y
frias depositar un disco de nitrocefin sobre un
portaobjetos.

2. Humedecer el disco con agua estéril utilizando la pipeta
Pasteur.

3. Recoger con un asa de cultivo varias colonias del borde
del halo de inhibicion de la penicilina, depositarlas sobre el
disco de nitrocefin y dejar a temperatura ambiente durante
5 minutos. Como se indicé anteriormente, en el caso de
microorganismos del género Enterococcus no es
necesario inducir previamente con penicilina por lo que se
pueden tomar colonias crecidas en medio de agar sangre
0 agar chocolate.

4. Observar si existe un cambio de color. La aparicién de
un color rojo indica un resultado positivo, es decir, que el
microorganismo produce betalactamasa y por tanto, es
resistente a todas las penicilinas sensibles a las
penicilinasas (Figura 1).

Control de calidad:

Se debe realizar con cada lote. Se utilizaran cepas
control no productoras y productoras de betalactamasa:
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (no produce
betalactamasa) y Staphylococcus aureus ATCC 29213
(produce betalactamasa).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Al finalizar la determinaciéon se anota si el resultado es
positivo (color naranja-rojo) o negativo (ausencia de
cambio de color). La produccién de penicilinasa en una
cepa de estaflococo (0 de enterococo) implica
resistencia a todas las penicilinas.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos seran los responsables de la realizacion de
la técnica.

El facultativo sera el responsable de la validacién del
informe.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Los microorganismos del género Staphylococcus
producen pequefias cantidades de betalactamasa que
en ocasiones pueden no detectarse con este método si
no se ha realizado una induccién previa. Es conveniente
gue el indculo bacteriano que se deposita en el disco
sea grande y no se debe descartar la positividad antes
de transcurridos 15 minutos.

En el caso del género Enterococcus, se debe realizar
la prueba de betalactamasa al menos a todas las cepas
productoras de bacteriemia, incluso a las sensibles a la
ampicilina, ya que en las escasas cepas productoras de
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betalamasa descritas, la CMI de ampicilina era de 2-4
mg/L (sensible).

Es aconsejable utilizar un gran inéculo bacteriano
tanto en el caso de estafilococos como de enterococos,
ya que puede haber falsos negativos si se utilizan
inéculos bajos.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Pueden producirse falsos negativos con
microorganismos del género Staphylococcus, incluso
cuando se utiliza un inéculo bacteriano grande, por lo
gue siempre es necesario inducir la produccion de la
enzima en este género antes de realizar la prueba.

12. BIBLIOGRAFIA
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1. PROPOSITO Y ALCANCE
Definir los métodos utilizados para realizar el estudio de
la sensibilidad a meticilina y a los antimicrobianos del

grupo MLSg (macrolidos, lincosamidas y
estreptogramina  B) en cepas del género
Staphylococcus.

Este procedimiento es aplicable a todos los
laboratorios de Microbiologia Clinica que realicen
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos.

2. FUNDAMENTO

En los estafilococos, la resistencia a la meticilina se
debe a la adquisicion del gen mecA que codifica la
proteina fijadora de penicilina (PBP) PBP2a, que
posee baja afinidad por los betalactdmicos. La
expresion de esta resistencia en los estafilococos
puede ser homogénea o heterogénea. En el caso de
que sea heterogénea, su deteccion en el laboratorio
requiere unas condiciones de cultivo e incubacién
especificas o la realizacion del antibiograma con
antimicrobianos que actien como marcadores de esta
resistencia (cefoxitina). En el caso de la resistencia a
macrolidos y lincosamidas esta resistencia puede ser
constitutiva y expresar resistencia a todos los
antimicrobianos del grupo MLSg o0 inducible y
solamente manifestarse en presencia de un inductor,
por tanto es necesario realizar siempre el antibiograma
de clindamicina en presencia de un inductor
(eritromicina).

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de seguridad en el Laboratorio de
Microbiologia.

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
2011. Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing: twenty first informational
supplement. M100-S21. Vol. 31; n° 1. (Se utilizara

el documento vigente correspondiente).

- EUCAST Expert rules in antimicrobial susceptibility
testing, version 1. Abril 2008.
(http://www.EUCAST.orq)

- EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Clinical breakpoints-bacteria
version 1.3. Enero 2011. (Se utilizard el documento
vigente correspondiente)

4. MUESTRAS

Microorganismos:

Cepas del género Staphylococcus en cultivo puro en
medios de agar sangre o agar chocolate en los que
se requiera la realizacion de pruebas de sensibilidad
(antibiograma) a la meticilina y a los antimicrobianos
del grupo MLSg.

Para la realizacion del antibiograma la cepa debe
proceder, preferentemente, de un cultivo puro de 18-24
horas de incubacion como maximo.

Se requiere realizar una suspension bacteriana con
una turbidez del 0,5 de la escala estandar de
McFarland.

5. MEDIOS DE CULTIVO,
PRODUCTOS

- Escala de turbidez de McFarland o sistema similar.

- Placas con medio de Mueller Hinton agar

- Tubos con caldo de Mueller Hinton ajustado con
cationes y tubos con caldo suplementados con NacCl al
2% o sistema comercial similar.

- Discos de antimicrobianos

- Tubos con agua destilada estéril

- Asas de cultivo estériles

- Torundas estériles

- Regla para medir los halos de inhibicién

REACTIVOS Y

6. APARATOS Y MATERIALES

- Estufa de 37°C, atmdsfera aerobia

- Nevera

-Dispensador de discos 0 pinzas previamente
flameadas y frias.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. DETECCION DE RESISTENCIA A LA
METICILINA

7.1.1. Procedimiento operativo. Preparacion del
inoculo _bacteriano: realizar una suspension del
microorganismo en un tubo con agua destilada estéril
0 con solucidn salina hasta conseguir una turbidez del
0,5 de la escala de McFarland.

Siembra: introducir una torunda dentro de la
suspension y al retirarla, rotar varias veces contra la
pared del tubo con la finalidad de eliminar el exceso de
indculo. Inocular completamente las placas de Mueller
Hinton: para ello debe deslizarse la torunda por la
superficie del agar tres veces, en tres direcciones
distintas y por ultimo pasarla por la periferia del agar,
para conseguir una siembra uniforme. Dejar secar la
superficie inoculada.

- Con la ayuda de un dispensador o de pinzas,
depositar un disco de oxacilina de 1 pg y otro de
cefoxitina de 30 pg, separados, sobre la superficie
inoculada y dejar unos minutos a temperatura
ambiente para permitir la difusién del antimicrobiano.

- Incubar en estufa a temperatura no superior a 35°C
durante 24 horas completas en atmosfera aerobia.
Lectura de los resultados: la lectura de los halos de
inhibicién se realiza con la ayuda de una regla.

7.1.2. Controles de calidad. Cada lote nuevo de
placas debe estudiarse con cepas patrén de sensibilidad
conocida. ElI CLSI recomienda utilizar las cepas E. coli
ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 en el caso del
agar Mueller Hinton. Los resultados deben comprobarse
con los valores admitidos por el CLSI. La cepa S. aureus
ATCC 25923 también sirve para el control de los discos
de oxacilina y cefoxitina (sensible a ambos). Ademas se
debe utilizar la cepa S. aureus ATCC 43300 (mecA
positiva, resistente a ambos).

Las cepas patron se pueden mantener durante 2-4
semanas a 4-8°C en tubos con agar tripticasa de soja;
para almacenamiento a largo plazo se deben mantener
liofilizadas o congeladas.
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7.1.3. Deteccién de resistencia a la meticilina por el
método de microdilucion en caldo. Cuando se
determina la sensibilidad por el método de microdilucién
en caldo, generalmente se utilizan métodos comerciales,
se deben seguir las instrucciones del fabricante e incluir
los correspondientes controles de calidad requeridos.
Cuando se realiza este método, la deteccion de la
resistencia a la meticilina requiere el uso de caldo
Mueller Hinton con concentracién ajustada de cationes,
tanto si el antimicrobiano utilizado es la oxacilina como si
es la cefoxitina y ademas debe contener NaCl al 2% en
el caso de oxacilina. La incubacion debe ser de 24 horas
completas a una temperatura no superior a 35°C.

7.1.4. Controles de calidad. Ademas de los indicados
en el apartado 7.1.2. se debe utilizar adicionalmente la
cepa S. aureus ATCC 29213 (mecA negativa, sensible a
oxacilina y a cefoxitina).

7.2. DETECCION DE RESISTENCIA INDUCIBLE A
LA CLINDAMICINA

7.2.1. Procedimiento operativo. Preparacion del
indculo bacteriano: realizar una suspensién del
microorganismo en un tubo con agua destilada estéril
o con solucidn salina hasta conseguir una turbidez del
0,5 de la escala de McFarland.

Siembra: introducir una torunda dentro de la
suspension y al retirarla rotar varias veces contra la
pared del tubo con la finalidad de eliminar el exceso de
indculo. Inocular completamente las placas de Mueller
Hinton, para ello debe deslizarse la torunda por la
superficie del agar tres veces, en tres direcciones
distintas y por ultimo pasarla por la periferia del agar.
Para conseguir una siembra uniforme, dejar secar la
superficie inoculada.

- Con la ayuda de un dispensador o de pinzas,
depositar un disco de eritromicina de 15 ug y otro de
clindamicina de 2 ng, colocarlos a una distancia de 15
0 20 mm entre ambos sobre la superficie inoculada y
dejar unos minutos a temperatura ambiente para
permitir la difusion del antimicrobiano.

- Incubar en estufa a temperatura de 35°-37°C durante
16-18 horas en atmdsfera aerobia.

Lectura de los resultados: la lectura de los halos de
inhibiciébn se realiza con la ayuda de una regla.
Observar si se produce un achatamiento del halo de la
clindamicina en el borde en que esta enfrentada a la
eritromicina. La presencia de este achatamiento indica
resistencia inducible (D-test positivo). Ver figura 2 del
documento cientifico de este procedimiento.

7.2.2. Controles de calidad. Los indicados en el
apartado 7.1.2 para el control de medios y ademas la
cepa S. aureus ATCC 25923 para el control de la
actividad de los discos de eritromicina y clindamicina.
7.2.3. Deteccion de resistencia inducible a
clindamicina por el método de microdilucién en
caldo. Cuando se determina la sensibilidad por el
método de microdilucion en caldo, generalmente se
utilizan métodos comerciales, se deben seguir las
instrucciones  del  fabricante e incluir  los
correspondientes controles de calidad requeridos.
Cuando se realiza este método, la deteccion de la

resistencia a la meticilina requiere el uso de caldo
Mueller Hinton con concentracion ajustada de cationes y
una incubacion de 18-24 horas en atmdsfera aerobia a
35-37°C.

Ademas de los correspondientes pocillos individuales
para determinar la CMI de eritromicina y de
clindamicina por separado también es necesaria la
inclusiébn de un pocillo que combine 4 mg/L de
eritromicina con 0,5 mg/L de clindamicina.

7.2.4. Controles de calidad. Ademas de los indicados
en el apartado 7.2.2, cuando se realiza el método de
dilucién en caldo para determinar la resistencia inducible
a la clindamicina se debe utilizar la cepa S. aureus
ATCC BAA-976 (que no crece en el pocillo combinado
de eritromicina y clindamicina, resistencia no inducible,
control negativo) y la cepa S. aureus ATCC BAA-977
(que crece en el pocillo combinado de eritromicina y
clindamicina, resistencia inducible, control positivo).

8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS.

8.1. TECNICAS DE DIFUSION CON DISCOS

La interpretacion en las categorias sensible,
resistente e intermedio se hace siguiendo los puntos
de corte y las recomendaciones de los documentos
vigentes del CLSI o de EUCAST.

8.1.1. Resistencia a la meticilina. En las cepas con
resistencia homogénea a la meticilina se observa
resistencia a la oxacilina y a la cefoxitina. Si la
resistencia es heterogénea se puede observar
sensibilidad a la oxacilina y resistencia a la cefoxitina
(ver figura 1 del documento cientifico de este
procedimiento). Si se trata de resistencia de tipo
BORSA (ver documento cientifico de este
procedimiento) se observara resistencia a la
oxacilina y sensibilidad a la cefoxitina. En este caso,
la resistencia a oxacilina se debe informar como tal,
pero no implica resistencia al resto de los beta-
lactamicos.

Independientemente del resultado de la CMI de la
oxacilina, la resistencia a la cefoxitina es un
marcador de la resistencia mediada por el gen mecA
y por tanto, en Staphylococcus, esto implica
resistencia a todos los betalactamicos y los
microorganismos deben ser informados como
“resistentes”. Excepciones a esta regla son dos
cefalosporinas no introducidas en el arsenal
terapéutico y con actividad frente a SARM
(ceftobiprole y ceftarolina).

8.1.2. Resistencia inducible a la clindamicina. Si
se produce un achatamiento del halo de la
clindamicina en el borde en que esta enfrentada a la
eritromicina se tratara de una resistencia inducible
(D-test positivo) que indica la presencia de genes
erm. Cuando la resistencia es inducible existe riesgo
de mutacion hacia la resistencia constitutiva durante
el tratamiento con clindamicina, lo que desaconseja
la utilizacion de este antimicrobiano. Esta posibilidad,
se debe indicar en el informe o bien se debe
interpretar este resultado como resistente a la
eritromicina y a la clindamicina. Si, por el contrario,
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no se observa un achatamiento del halo (D-test
negativo) el mecanismo de resistencia implicado es
una bomba de expulsion activa y el microorganismo
se debe informar como sensible a la clindamicina.

8.2. TECNICAS DE MICRODILUCION

La interpretacion de los valores de la CMI se hace
siguiendo los puntos de corte y las recomendaciones
de los documentos vigentes del CLSI o de EUCAST.

8.2.1. Resistencia a la meticilina. En las cepas con

resistencia homogénea a la meticilina se observa

resistencia a la oxacilina y a la cefoxitina. Si la

resistencia es heterogénea se puede observar

sensibilidad a la oxacilina y resistencia a la

cefoxitina. Si se trata de resistencia de tipo BORSA

se observaran valores de CMI de oxacilina en el

limite superior del rango “sensible” o valores

inferiores dentro del rango de “resistente” vy

sensibilidad a la cefoxitina. En este caso, la

resistencia a oxacilina se debe informar como tal,

pero no implica resistencia al resto de los beta-

lactamicos.

Independientemente del resultado de la CMI de la

oxacilina, la resistencia a la cefoxitina es un
marcador de la resistencia mediada por el gen mecA
y por tanto, en Staphylococcus, esto implica
resistencia a todos los betalactamicos y los
microorganismos deben ser informados como
“resistentes”, con las excepciones medionadas en el
apartado 8.1.1.
8.2.2. Resistencia inducible a la clindamicina. Una
CMI de eritromicina en el rango de “resistente”, junto
con una CMI de clindamicina en el rango de
“sensible”, asociados al crecimiento en el pocillo
combinado con eritromicina y clindamicina, indicara
que se trata del fenotipo de resistencia inducible,
mediada por genes de tipo erm. En el informe se
hara constar este hecho ante el riesgo de desarrollo
de resistencia durante el tratamiento con
clindamicina o bien se informar4 la cepa como
“resistente” a la clindamicina. La ausencia de
crecimiento en el pocillo combinado indicara que se
trata de un fenotipo mediado por bomba de expulsion
activa y la cepa se informara como “sensible” a la
clindamicina.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento se llevard a cabo por personal
técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de la técnica y de los resultados
emitidos debera realizarla el facultativo especialista
responsable del area que emite los resultados.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

En el caso de S. aureus y S. lugdunensis, tanto la
resistencia a la oxacilina, a la cefoxitina o a las dos
simultdneamente debe interpretarse como
resistencia a la meticilina.

En algunas cepas de estafilococos coagulasa
negativa (excepto S. epidermidis) los criterios de
interpretacion de la CMI de oxacilina pueden
sobreestimar la resistencia porque hay cepas para
las que la CMI de oxacilina es de 0,5-2 mg/L y sin
embargo no tienen el gen mecA. En las infecciones
graves por este tipo de cepas es conveniente
confirmar la presencia del gen mecA mediante PCR,
mediante la deteccion de la PBP2a por técnicas de
aglutinacion con latex o mediante la técnica de
difusién con disco de cefoxitina.

En el caso de S. saprophyticus, también puede
sobreestimarse esta resistencia por lo que debe ser
también confirmada por los métodos anteriormente
descritos. En cualquier caso, no se aconseja
determinar la sensibilidad a la meticilina en las cepas
de S. saprophyticus aisladas de muestras de orina.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunas ocasiones es dificil diferenciar entre
cepas BORSA mecA negativas y cepas mecA
positivas muy heterorresistentes. La confirmacion
final para la diferenciaciéon de ambos mecanismos de
resistencia se debe realizar mediante la deteccion
del gen mecA por PCR o bien mediante la deteccion
de la PBP2a por técnicas de aglutinacién con latex.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito de este documento es la descripcion del
procedimiento de deteccion de resistencia de alto
nivel a los aminoglucésidos (gentamicina vy
estreptomicina) en cepas del género Enterococcus.

2. FUNDAMENTO

Los enterococos presentan resistencia intrinseca de
bajo nivel a los aminoglucdsidos pero cuando éstos
se usan en combinacion con antimicrobianos activos
a nivel de la pared celular (betalactamicos vy
glucopéptidos) se produce un efecto bactericida
sinérgico, necesario para el tratamiento de
infecciones graves en las que estan implicados estos
microorganismos. La adquisicion de mecanismos de
resistencia, fundamentalmente por produccién de
enzimas modificadoras de aminoglucosidos, da lugar
a resistencia de alto nivel (RAN) lo que impide el
efecto sinérgico de estos antimicrobianos con
betalactamicos o glucopéptidos. No existe resistencia
cruzada entre la gentamicina y la estreptomicina ya
que las enzimas modificadoras de aminoglucésidos
afectan de forma diferente a ambos compuestos por
lo que es importante estudiar la sensibilidad a
ambos. La RAN a la estreptomicina implica
solamente resistencia a este antimicrobiano,
mientras que la RAN a la gentamicina implica
generalmente RAN al resto de los aminoglucésidos
de uso clinico, con la excepcion de la estreptomicina.
Se presentan los métodos de deteccion fenotipica
de la esta RAN mediante la prueba de difusién en
agar con discos de alta carga de antimicrobiano y
mediante la determinacion de la CMI por
microdilucién en caldo y por dilucién en agar.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de seguridad en el laboratorio de
Microbiologia.

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
2011. Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing: twenty first informational
supplement. M100-S21. Vol. 31; n° 1. Se utilizara el
documento vigente correspondiente.

- European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs
and zone diameters. Version 1.3, January 2011.
http://www.EUCAST.orqg). Se utilizara el documento
vigente correspondiente.

4. MUESTRAS
Aislamientos de Enterococcus en cultivo puro en medios

de agar sangre o agar chocolate en los que se requiera la

determinacion de la sensibilidad a los aminoglucosidos.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

- Tubos de agua estéril o suero fisiolégico

- Escala de turbidez de McFarland

- Placas de Mueller Hinton agar (MHA) y de agar BHI
(Brain Heart Infusion)

- Medio BHI liquido

- Discos de 120 pg de gentamicina y de 300 pg de
estreptomicina

- Discos de 30 ug de gentamicina

- Placas para la determinacion de la sensibilidad a los
antimicrobianos por microdilucion. Las placas deben
incluir una alta carga de aminoglucésidos (500 mg/L
de gentamicina o0 1.000 mg/L de estreptomicina).

6. APARATOS Y MATERIAL

- Estufa de 35 £ 2°C

- Pinzas

- Asas de cultivo

- Torundas estériles para inocular las placas
- Micropipetas calibradas

- Puntas estériles para micropipetas

- Reglas para medir los halos de inhibicién

7. PROCEDIMIENTO

7.1. METODO DE DIFUSION CON DISCO

1. Realizar una suspension bacteriana en solucién salina
estéril a partir de 3-4 colonias aisladas. El indculo debe
tener una turbidez equivalente al 0,5 de la escala
McFarland.

2. Inocular la placa de medio Mueller Hinton utilizando las
torundas estériles.

3. Colocar los discos de gentamicina (120 ugy 30 ug) y
de estreptomicina (300 ug) en la superficie del agar con la
ayuda de unas pinzas.

4. Incubar las placas durante 16-18 horas en estufa en
ambiente aerobio a una temperatura de 35°+2°C.

5. Tras la incubacion se leera el diametro del halo de
inhibicién de los discos.

6. Discos de 120 ug y de 300 pg: halos de inhibicion de
>10 mm indican ausencia de RAN a los aminoglucésidos
estudiados.

7. Discos de 120 pg y de 300 pg: halos de 6 mm indican
RAN a los aminoglucosidos estudiados (con CMI de >500
mg/L y >1000 mg/L respectivamente.

8. Discos de 120 pg y de 300 pg: halos de 7-9 mm:
interpretaciéon dudosa, deberian ser confirmados por otra
técnica (microdilucion en caldo o dilucién en agar).

9. Disco de 30 ug de gentamicina: halo de inhibicion <8
mm indica que la cepa presenta RAN a gentamicina con
una CMI >128 mg/L.

7.2. METODO DE MICRODILUCION EN MEDIO
LIQUIDO

1. Realizar una suspensién bacteriana en medio liquido
estéril a partir de 3-4 colonias aisladas. El indculo debe
tener una turbidez equivalente al 0,5 de la escala
McFarland.

2. Transferir 100pl del inéculo a un tubo con 10 ml de
caldo BHI.

3. Inocular los pocillos de la placa que contengan alta
carga de aminoglucésidos con 100 pl de la suspension
del microorganismo de tal manera que la concentracion
final de antimicrobiano en el pocillo sea de 500 mg/L
para la gentamicina y de 1.000 mg/L para la
estreptomicina.

4. Incubar en estufa durante 24 horas (gentamicina) o
24-48 horas (estreptomicina), en
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atmosfera aerobia a una temperatura de 35 £2°C.
5. Lectura de resultados: cualquier crecimiento indica
RAN al aminoglucdsido estudiado.

7.3. METODO DE DILUCION EN AGAR

1. Realizar una suspension bacteriana en medio liquido
estéril a partir de 3-4 colonias aisladas. El inéculo debe
tener una turbidez equivalente al 0,5 de la escala
McFarland.

2. Depositar 10 ul de la suspension anterior sobre una
placa de agar BHI que contenga 500 mg/L de
gentamicina o0 2.000 mg/L de estreptomicina.

3. Incubar en estufa durante 24 horas (placa de
gentamicina) o 24-48 horas (placa de estreptomicina),
en atmosfera aerobia a una temperatura de 35 + 2°C.

4. Lectura de resultados: el crecimiento de mas de una
colonia es indicativo de RAN al aminoglucésido
estudiado.

7.4. CONTROL DE CALIDAD

Se debe realizar con cada nuevo lote de discos, placas
de microdiluciéon o placas de agar con antimicrobiano.
Se utilizaran las cepas E. faecalis ATCC 29212 (cepa
sensible a los aminoglucésidos) y E. faecalis ATCC
51299 (cepa con RAN a los aminoglucésidos).

8. EXPRESION DE RESULTADOS

Si se detecta resistencia a alguno de los
aminoglucosidos estudiados por alguna de las técnicas
anteriormente indicadas, se expresara el resultado como
RAN a dicho antimicrobiano. Este resultado sera
indicativo de ausencia de posible sinergia de dicho
compuesto con agentes activos a nivel de la pared
celular (betalactdmicos o glucopéptidos).

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos seran los responsables de la realizacion de
la técnica.

El facultativo seré el responsable de la validacion del
informe.

10. ANOTACIONES Y LIMITACIONES DEL
PROCEDIMIENTO

En general solamente se utilizan los discos de 120 pug
y una concentracion de 500 mg/L para la deteccién de
la RAN a gentamicina. Sin embargo, existen enzimas
modificadoras de gentamicina que dan lugar a
moderados niveles de resistencia a este
antimicrobiano (CMI =256 mg/L) que no se detectan
con el disco de 120 pg ni con los métodos de
microdilucién o de dilucién en agar indicados. Aunque
este mecanismo es muy infrecuente, la utilizacion
adicional del disco de 30 pg de gentamicina permite
detectarlo.

11. BIBLIOGRAFIA

1. Chow JW. Aminoglycoside resistance in enterococci. Clin
Infect Dis. 2001; 31:586-589.

2. Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty first
informational supplement. CLSI document M100-S21. 2011.
3. European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs and
zone diameters. Version 1.3, January 2011.
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1. PROPOSITO y ALCANCE

El propdsito de este documento es la descripcion del
procedimiento de deteccién de resistencia a los
glucopéptidos en cepas del género Enterococcus.

2. FUNDAMENTO

Los glucopéptidos actian mediante su unién al
precursor del peptidoglicano D-alanina-D-alanina, lo cual
afecta a la sintesis de la pared celular. Enterococcus
puede ser resistente a estos antimicrobianos debido a la
adquisicion de genes que dan lugar a un precursor
modificado del peptidoglicano por el cual estos
compuestos no tienen afinidad. La resistencia puede ser:
1) intrinseca, ligada a las especies E. gallinarum, E.
casseliflavus y E. flavescens, que se caracteriza por
conferir bajos niveles de resistencia a la vancomicina
(CMI 2-32 mg/L) y sensibilidad a la teicoplanina (CMI
0,52 mg/L). Esta resistencia es de caracter
cromosOmico y no transferible y por tanto con poca
trascendencia epidemioldgica; 2) adquirida, se han
descrito 6 tipos diferentes aunque los tipos VanA y VanB
son los més frecuentes. VanA confiere altos niveles de
resistencia a la vancomicina y a la teicoplanina y VanB
confiere moderados niveles de resistencia a la
vancomicina y sensibilidad a la teicoplanina. Es muy
importante detectar estos fenotipos de resistencia ya
gue son potencialmente transferibles, tienen importante
trascendencia clinica y epidemioldgica y se tienen que
considerar en los programas de control de la infeccion.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de seguridad en el laboratorio de
Microbiologia.

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
2011. Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing: twenty first informational
supplement. M100-S21. Vol. 31; n° 1. Se utilizara el
documento vigente correspondiente.

- European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs
and zone diameters. Version 1.3, January 2011.
http:/mww.EUCAST.org). Se utilizard el documento
vigente correspondiente.

4. MUESTRAS

Aislamientos de Enterococcus en cultivo puro en medios
de agar sangre o agar chocolate en los que se requiera la
determinacion de la sensibilidad a los glucopéptidos.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

- Tubos de agua estéril o suero fisiologico

- Escala de turbidez de McFarland o sistema similar.

- Placas con medio de Mueller Hinton agar (MHA)

- Placas con medio BHI (Brain Heart Infusion) agar
suplementadas con 6 mg/L de vancomicina

- Tubos con caldo Mueller Hinton (concentracion
ajustada de cationes) o placas para la determinacién
de la sensibilidad a antimicrobianos por microdilucién.

- Discos de antimicrobianos: vancomicina Yy
teicoplanina (30 pg).

6. APARATOS Y MATERIAL

- Estufa de 35 + 2°C

- Pinzas

- Asas de cultivo

- Torundas estériles para inocular las placas
- Micropipetas calibradas

- Puntas estériles para micropipetas

- Reglas para medir los halos de inhibicién

7. PROCEDIMIENTO

7.1.- METODO DE DIFUSION CON DISCOS

1. Realizar una suspension bacteriana en medio liquido
estéril a partir de 3-4 colonias aisladas. El inéculo debe
tener una turbidez equivalente al 0,5 de la escala
McFarland.

2. Inocular la placa de Mueller Hinton utilizando las
torundas estériles.

3. Colocar los discos de vancomicina y teicoplanina (30
Hg) en la superficie del agar con la ayuda de unas pinzas.
4. Incubar las placas durante 24 horas completas en la
estufa en atmdsfera aerobia a una temperatura de 35° +
2°C para la deteccion adecuada de la resistencia

5. Tras la incubacion, los halos de inhibicion deben ser
examinados con luz transmitida y se leeran con la ayuda
de una regla. La presencia de velo en la zona de
inhibicién o de cualquier tipo de crecimiento es indicativo
de resistencia. Los microorganismos con halos de
inhibiciébn en el rango intermedio, 15-16 mm (CLSI)
deberian ser estudiados mediante técnicas de
microdilucién, dilucion o Etest o mediante la prueba de
cribado en placa suplementada con 6 mg/L de
vancomicina.

7.2. METODO DE MICRODILUCION EN MEDIO
LIQUIDO

1. Cuando se determina la sensibilidad por el método de
microdilucién en caldo, generalmente se utilizan
métodos comerciales; se deben seguir las instrucciones
del fabricante e incluir los correspondientes controles de
calidad requeridos. Cuando se realiza este método, la
deteccion de la resistencia a la vancomicina y a la
teicoplanina requiere el uso de caldo con concentracion
ajustada de cationes. La incubacién debe de ser de 24
horas completas a una temperatura de 35° + 2°C.

2. Cualquier crecimiento indica resistencia al
glucopéptido estudiado. Si la CMI de la vancomicina es
de 8-16 mg/L, se deberia confirmar la identificacion del
aislamiento para descartar la presencia de especies de
enterococo con resistencia intrinseca a este
antimicrobiano (E. gallinarum/E. flavescens/E.
casseliflavus) de escasa importancia epidemiolégica.
Para ello resulta muy util como método de despistaje
realizar la prueba de movilidad en un medio semisolido
de manitol-movilidad. Las especies con resistencia
intrinseca a la vancomicina son méviles.

7.3. DETECCION DE RESISTENCIA EN PLACAS DE
AGAR SUPLEMENTADAS CON VANCOMICINA

1. Realizar una suspension bacteriana en medio liquido
estéril a partir de 3-4 colonias aisladas. El in6culo debe
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tener una turbidez equivalente al 0,5 de la escala

McFarland.

2. Depositar 1-10

de la suspensién del

microorganismo sobre una placa de agar BHI que
contenga 6 mg/L de vancomicina.

3. Incubar en estufa durante 24 horas en atmosfera
aerobia a una temperatura de 35°+2°C.

4. El crecimiento de mas de una colonia es indicativo de
resistencia a la vancomicina. En caso de deteccion de
cepas resistentes por este método, es recomendable
realizar la determinacién de la CMI a la vancomicina y
realizar la prueba de movilidad y de produccién de

pigmento para distinguir

especies con resistencia

adquirida (VanA o VanB) de aquellas que presentan
resistencia intrinseca (caracteristica de las especies E.
gallinarum, E. casseliflavus y E. flavescens) que
también pueden crecer en este medio con vancomicina.
La discriminacién de estos dos tipos de resistencia es
importante porque las implicaciones epidemiologicas
son muy diferentes asi como las posibles estrategias de
control de la infeccion a nivel hospitalario (ver

documento cientifico).

7.4. CONTROL DE CALIDAD

En los estudios de difusion con discos se utilizardn las
cepas E. faecalis ATCC 29212 (sensible a los
glucopéptidos) y E. faecalis ATCC 51299 (resistente a la
vancomicina, fenotipo VanB) asi como la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (sensible a los

glucopéptidos).

8. EXPRESION DE RESULTADOS

Si se detecta resistencia a la vancomicina (con o sin
resistencia a la teicoplanina) en cepas de enterococo de
especies diferentes a E. gallinarum/E.casseliflavus/
E.flavescens, debe informarse como tal y adoptar las
medidas de control pertinentes en cada caso. Si la cepa
presenta resistencia adquirida tanto a la vancomicina
como a la teicoplanina, probablemente se trate del
mecanismo vanA, que generalmente esta localizado en
plasmidos transferibles por conjugacion lo que tiene una
gran importancia epidemioldgica. Si la cepa presenta
moderada resistencia a la vancomicina y es sensible a la
teicoplanina, probablemente se trate del mecanismo
vanB2, emergente en muchos hospitales y que también
puede ser transferible por conjugacion y de importancia
epidemioldgica. La presencia de este tipo de resistencia
en Enterococcus invalida el efecto sinérgico de estos
antimicrobianos con los aminoglucésidos, requerido en
el tratamiento de infecciones enterocécicas graves en
pacientes alérgicos a betalactamicos. Si se detectan
cepas de E. gallinarum/E.casseliflavus/E.flavescens que

presentan resistencia

intrinseca de bajo nivel a

vancomicina, se debe informar indicando el caracter
intrinseco de esta resistencia y su menor trascendencia

epidemioldgica.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento se llevara a cabo por personal
técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de la técnica y de los resultados

emitidos debera realizarla el facultativo especialista
responsable del area que emite los resultados.

10. ANOTACIONES Y LIMITACIONES DEL
PROCEDIMIENTO

El método de difusidon con discos en agar detecta con
dificultad los mecanismos que confieren bajos niveles
de resistencia a la vancomicina (CMI 8-16 mg/L) como
es el caso del mecanismo vanB y otros mecanismos
adquiridos (vanD-vanG) y también los mecanismos
intrinsecos de resistencia a la vancomicina propio de
las especies E. gallinarum/E.casseliflavus/
E.flavescens, por tanto, en general no es un método
aconsejable en estos casos. Sin embargo, el
mecanismo vanA, al conferir alta resistencia a la
vancomicina y a la teicoplanina, se detecta con
facilidad con los métodos indicados. Por ello es
importante realizar la incubacion de los cultivos 24
horas completas, leer los antibiogramas con luz
transmitida y en caso de que los halos de inhibicién
estén en el rango intermedio o se sospeche resistencia
a la vancomicina por crecimiento de colonias o velo en
el interior del halo, se procederda al estudio de
sensibilidad por otro método como es el estudio de la
CMI o bien la determinacién de crecimiento en placas
selectivas suplementadas con vancomicina.

Es recomendable siempre realizar las pruebas de
deteccion de movilidad y de pigmentos ante la
sospecha de resistencia a la vancomicina en
enterococos para descartar la presencia de las
especies con resistencia intrinseca (E.
gallinarum/E.casseliflavus/E.flavescens). E. gallinarum
es una especie mavil y no produce pigmentos mientras
gue las otras dos son mdviles y producen
pigmentacién amarilla.

El estudio gentipico mediante técnicas moleculares
(PCR) de la presencia de genes van aportaria la
confirmacion definitiva en estos casos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propédsito de este documento es la descripcion del
procedimiento de deteccion de resistencia a los
betalactamicos en Streptococcus pneumoniae.

2. FUNDAMENTO

Los betalactdmicos son antimicrobianos de amplio
espectro utilizados en el tratamiento de las infecciones
neumocacicas. Sus dianas son las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP) y las alteraciones de las mismas
confieren resistencia a estos antimicrobianos.

La deteccion de cepas de neumococo con resistencia
a los betalactamicos es importante para prevenir fallos
terapéuticos, especialmente en las infecciones
meningeas. El antibiograma de difusion con discos
impregnados con oxacilina se utiliza como método de
cribado para la deteccién de cepas resistentes a estos
compuestos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA
- Manual de seguridad en el
Microbiologia.

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

2011. Performance standards for antimicrobial

susceptibility testing: twenty first informational

supplement. M100-S21. Vol. 31; n® 1. Se utilizara el

documento vigente correspondiente.

- European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs

and zone diameters. Version 1.3, January 2011.

http://www.EUCAST.org). Se utilizard el documento

vigente correspondiente.

- Garcia Rodriguez, J.A. (Coordinador), Canton R,
Garcia Sanchez J.E, Goémez-Lus M. L, Martinez-
Martinez L, Rodriguez-Avial C, Vila J. Métodos basicos
para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos.
Procedimientos en Microbiologia n°® 11 a, 12 edicion.
SEIMC. 2000. Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiolo

gia

laboratorio de

4. MUESTRAS

1. Aislamientos de S. pneumoniae en cultivo puro en
medios de agar sangre o agar chocolate en los que se
requiera la determinacion de la sensibilidad a los
betalactamicos.

En caso de aislamientos meningeos se debera realizar
directamente la determinacion de la CMI (ver apartados 9
y 10).

2. Muestras de liquido cefalorraquideo u otros liquidos
estériles en los que se hayan observado diplococos
grampositivos en la tincién de Gram.

5. MEDIOS DE
PRODUCTOS

- Tubos de agua estéril, suero fisioloégico o caldo TSB
(Trypticase Soy Broth)

- Escala de turbidez de McFarland o sistema similar.

- Placas con medio de Mueller Hinton agar con 5% de
sangre de carnero y medio de agar sangre (base
Columbia)

CULTIVO, REACTIVOS Y

- Discos de oxacilina (1ug)

- Etest (o similar) de penicilina, cefotaxima, ceftriaxona
- Paneles comerciales para la determinaciéon de la
sensibilidad antibiética de cepas de S. pneumoniae
por microdiluciéon. Estos paneles deben incluir, al
menos, pocillos con concentraciones de penicilina
desde 0,06 a 8 mg/L y con concentraciones de
cefotaximal/ceftriaxona desde 0,12 a 8 mg/L.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Estufa de 35 £ 2°C con atmésfera de 5% de CO,
- Pinzas

- Asas de cultivo

- Torundas estériles para inocular las placas

- Micropipetas calibradas

- Puntas estériles para micropipetas

- Reglas para medir los halos de inhibicion

7. PROCEDIMIENTO

7.1. METODO DE DIFUSION CON DISCO

1. Realizar una suspension bacteriana en medio liquido
estéril a partir de 3-4 colonias aisladas. El in6culo debe
tener una turbidez equivalente al 0,5 de la escala
McFarland.

2. Inocular la placa de Mueller Hinton con sangre (MH-S)
utilizando las torundas estériles.

3. Realizar una siembra por agotamiento en la placa de
agar sangre para comprobar que no ha habido
contaminacién durante la manipulacion de la muestra.

4. Colocar el disco de oxacilina en la superficie del agar
(MH-S) con la ayuda de unas pinzas.

5. Incubar las placas durante 18-24 horas en la estufa de
CO, a una temperatura de 35+2°C. En su defecto,
pueden utilizarse jarras de incubacion con atmoésfera de
5% de CO, e incubar en estufa convencional.

6. Tras la incubacion de 18-24 h se leera el diametro del
halo de inhibicidn del disco de oxacilina.

7. Halo de inhibicion de oxacilina > 20 mm. Resultado
definitivo: cepa sensible a la penicilina y a la
cefotaxima/ceftriaxona.

8. Halo de inhibicién de oxacilina <20 mm: cepa con
posibles alteraciones en las PBPs. Se recomienda
determinar la CMI a la penicilina y a la cefotaxima
mediante Etest (ver punto 7.2) o microdilucion (ver
punto 7.3).

7.2. DETERMINACION DE LA CMI DE PENICILINA Y
DE CEFOTAXIMA POR ETEST
A. A partir de aislamientos de cultivo puro:
1. Realizar los pasos 1 a 3 del apartado 7.1 y proceder
segun se indica en el punto 7.2.C.
B. A partir de liquidos estériles:
1. Si el indculo bacteriano valorado a partir de la tincién
de Gram es elevado, utilizar directamente el propio
liquido estéril para inocular la placa de MH-S (continuar
segun 7.2.C).
2. Si el indculo observado en la tincién de Gram es bajo,
proceder de la siguiente manera:

2.1. Centrifugar la muestra a 2.000-3.000 r.p.m
durante 15 minutos.


http://www.eucast.org/
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia

Servicio de Microbiologia.

Hospital........cccccennneen. pneumoniae

Deteccidn de resistencia a los betalactamicos en S.

PNT-MRP-05

Edicion N° 01 Pagina 3 de 4

2.2. Utilizar el sedimento para inocular la placa de
MH-S (continuar segun 7.2.C).
C. Inoculacion y lectura:
1. Colocar una tira de Etest de penicilina y otra de
cefotaxima en la superficie del agar (MH-S) con la ayuda
de unas pinzas. Comprobar que la tira contacta
completamente con la superficie del agar.
2. Incubar las placas durante 18-24 horas en atmésfera
con 5% de CO, como se indica (7.1, paso 5).
3. Leer la CMI, que sera el punto de interseccion entre la
elipse de inhibicién y la tira de  Etest.

7.3. DETERMINACION DE LA CMI DE PENICILINA Y
CEFOTAXIMA POR MICRODILUCION

1. Realizar los pasos 1 a 3 del apartado 7.1

2. Transferir 100 pl del in6culo (7.1, paso 1) a un tubo
con 10 ml de caldo de Mueller Hinton suplementado con
5% de sangre lisada de caballo.

3. Inocular la placa de microdilucion con el volumen
indicado por el fabricante (habitualmente 100 pl).

4. Sellar la placa con un plastico adhesivo. Incubar
durante 18-24 horas en una estufa con una temperatura
de 35+2°C.

5. Leer la CMI: concentracion menor de antimicrobiano
que inhibe el crecimiento visible.

7.4. CONTROL DE CALIDAD

Se debera realizar con cada nuevo lote de discos, de
tiras de Etest y de placas de microdilucion utilizando la
cepa S. pneumoniae ATCC 49619.

8. EXPRESION DE RESULTADOS

8.1. METODO DE CRIBADO POR DIFUSION CON
DISCO

8.1.1. Halo de inhibicibn de oxacilina >20 mm.
Resultado definitivo: cepa sensible a la penicilina y a la
cefotaxima/ceftriaxona.

8.1.2. Halo de inhibicion de oxacilina < 20 mm. No
informar como resistente hasta obtener el resultado de
CMI obtenido por microdilucion o Etest, que es el
definitivo y que se debe informar.

8.2. DETERMINACION DE LA CMI DE PENICILINA
8.2.1. Aislamientos meningeos:

- CMI de penicilina < 0,06 mg/L: informar como sensible
a la penicilina.

- CMI de penicilina = 0,12 mg/L: informar como
resistente a la penicilina.

8.2.2. Aislamientos no meningeos:

- CMI de penicilina < 0,06 mg/L. Informar como sensible
a la penicilina. Estas cepas también son sensibles a la
ampicilina por via oral o parenteral y a todos los
betalactamicos.

- CMI de penicilina (parenteral) 2 0,12 mg/L y <2 mg/L.
Informar como sensible a la penicilina. Estas cepas
también son sensibles a amoxicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cefotaxima, ceftriaxona, cefepima vy
ertapenem. Insertar una recomendacion terapéutica:
“Cepa con CMI de penicilina <2 mg/L. En infecciones no
meningeas, pueden utilizarse como tratamiento las

penicilinas endovenosas a altas dosis. No utilizar
penicilina en caso de meningitis.”

- En caso de que se vaya a utilizar penicilina por via oral
informar: a) CMI de penicilina < 0,06 mg/L: sensible;
CMI de penicilina 0,12-1 mg/L: intermedio; CMI de
penicilina >2 mg/L: resistente.

- CMI de penicilina (parenteral) = 4 mg/L. Informar como
“‘resistencia intermedia” a la penicilina. Insertar una
recomendacion terapéutica: “En caso de infeccion
meningea, el aislamiento se considera resistente a la
penicilina”

- CMI de penicilina (parenteral) > 4 mg/L. Informar como
resistente a la penicilina.

- En los aislamientos no meningeos se deben informar
tanto las interpretaciones para meningitis como las de no
meningitis.

8.2.3. Liquidos estériles:

- Emitir un resultado preliminar siguiendo los criterios de
8.2.1 y 8.2.2 segun la muestra. Repetir siempre la
prueba de sensibilidad antibiética una vez que se tenga
el correspondiente aislamiento bacteriano.

8.3. DETERMINACION DE LA CMI DE CEFOTAXIMA
8.3.1. Aislamientos meningeos:

- CMI de cefotaxima < 0,5 mg/L. Informar como sensible
a la cefotaxima.

- CMI de cefotaxima =1 mg/L. Informar como resistencia
intermedia a la cefotaxima.

- CMI de cefotaxima = 2 mg/L. Informar como resistente
a la cefotaxima.

8.3.2. Aislamientos no meningeos:

- CMI de cefotaxima < 1 mg/L. Informar como sensible a
la cefotaxima. En los aislamientos con CMI de 1 mg/L y
insertar una recomendacion terapéutica: “En caso de
infeccion meningea el aislamiento se considera con
resistencia intermedia a la cefotaxima”.

- CMI de cefotaxima = 2 mg/L. Informar como resistencia
intermedia a la cefotaxima. Insertar una recomendacion
terapéutica: “En caso de infeccion meningea el
aislamiento se considera resistente a la cefotaxima”.

- CMI de cefotaxima = 4 mg/L. Informar como resistente
a la cefotaxima.

- En los aislamientos no meningeos se deben informar
tanto las interpretaciones para meningitis como las de no
meningitis.

8.3.3. Liquidos estériles:

- Emitir un resultado preliminar siguiendo los criterios de
8.3.1 y 8.3.2 segun el tipo de muestra.

- Repetir siempre la prueba de sensibilidad antibiética
una vez que se tenga el correspondiente aislamiento
bacteriano.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos seran los responsables de la realizacion de
la técnica.

El facultativo sera el responsable de la validacion del
informe.
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10. ANOTACIONES Y
PROCEDIMIENTO

El uso de penicilina endovenosa, cefotaxima o
ceftriaxona en meningitis siempre requiere dosis
maximas.

Se deben emplear dosis de penicilina endovenosa
de al menos 2 millones de unidades cada 4 horas para
el tratamiento de infecciones no meningeas con CMI
de penicilina £ 2 mg/L. Las cepas con CMI de
penicilina de 4 mg/L pueden requerir dosis de
penicilina de 18-24 millones de unidades por dia.

La determinacién de la CMI de betalactamicos sobre
muestra directa puede verse alterada si el paciente ha
recibido tratamiento antimicrobiano previo.

LIMITACIONES DEL
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito de este documento es la descripcion del
procedimiento de deteccion fenotipica de resistencia a
las fluoroquinolonas en S. pneumoniae.

2. FUNDAMENTO

Las quinolonas son antimicrobianos de amplio
espectro cuyas dianas de accion son la ADN girasa y
la topoisomerasa IV. El principal mecanismo de
resistencia bacteriana a las quinolonas es debido a
mutaciones en una o en sus dos dianas.

La deteccion de cepas con mutaciones de primer
nivel es importante para prevenir el desarrollo de alta
resistencia durante el tratamiento. Se utilizara el
antibiograma por difusion con discos de norfloxacino y
de ciprofloxacino como método de cribado para la
deteccion de cepas con mutaciones que confieren
bajo nivel de resistencia a las fluoroquinolonas.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de seguridad en el laboratorio de
Microbiologia.

- Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
2011. Performance standards for antimicrobial
susceptibility testing: twenty first informational
supplement. M100-S21. Vol. 31; n° 1. Se utilizara el
documento vigente correspondiente.

- European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. Breakpoint tables for interpretation of MICs
and zone diameters. Version 1.3, January 2011.
http:/mww.EUCAST.org). Se utilizard el documento
vigente correspondiente.

- Comité de L'antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie. Recommandations 2008. Disponible
en: http://www.sfm.asso.fr.

- Garcia Rodriguez, J.A. (Coordinador), Canton R,
Garcia Sanchez J.E, Gomez-Lus M. L, Martinez-
Martinez L, Rodriguez-Avial C, Vila J. Métodos
basicos para el estudio de la sensibilidad a los
antimicrobianos. Procedimientos en Microbiologia n°
11 a, 12 edicion. SEIMC. 2000. Disponible en
http://www.seimc.org/
documentos/protocolos/microbiologia

4. MUESTRAS

Aislamientos de S. pneumoniae en cultivo puro en
medios de agar sangre o de agar chocolate en los
gue se requiera la determinacion de la sensibilidad a
las fluoroquinolonas.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

- Tubos de agua estéril, suero fisiolégico o caldo
TSB (Trypticase Soy Broth)

- Escala de turbidez de McFarland o sistema similar.
- Placas con medio de Mueller Hinton agar con 5%
de sangre de carnero (MH-S) y medio de agar
sangre (base Columbia).

- Discos de norfloxacino (5 ug) y de ciprofloxacino (5

Hg).
- Etest de ciprofloxacino.

- Paneles comerciales para la determinacién de la
sensibilidad antibiética de cepas de S. pneumoniae
por microdilucién. Estos paneles deben incluir al
menos las concentraciones 2 y 4 mg/lL de
ciprofloxacino.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Estufa de 35 + 2°C con atmésfera de 5% de CO,
- Pinzas

- Asas de cultivo

- Torundas estériles para inocular las placas

- Micropipetas calibradas

- Puntas estériles para micropipetas

- Reglas para medir los halos de inhibicién

7. PROCEDIMIENTO

7.1. METODO DE DIFUSION CON DISCO

1. Realizar una suspension bacteriana en medio
liquido estéril a partir de 3-4 colonias aisladas. El
in6culo debe tener una turbidez equivalente al 0,5
de la escala McFarland.

2. Inocular la placa de MH-S utilizando las torundas
estériles.

3. Realizar una siembra por agotamiento en la placa
de agar sangre para comprobar que no ha habido
contaminacién durante la manipulacion de la
muestra.

4. Colocar los discos de norfloxacino vy
ciprofloxacino en la superficie del agar (MH-S) con
la ayuda de unas pinzas.

5. Incubar las placas durante 18-24 horas en la estufa
con 5% de CO, a una temperatura de 35+2°C. En su
defecto, pueden utilizarse jarras de incubacién con
atmosfera de 5% de CO, e incubar en estufa
convencional.

6. Tras la incubacion de 18-24 h se leeréa el diametro
del halo de inhibicién de los discos de norfloxacino y
ciprofloxacino.

7. Halo de inhibicion del disco de norfloxacino (5
pHg): =10 mm y halo de inhibicién del disco de
ciprofloxacino (5 pg): =30 mm. Resultado definitivo:
cepa sensible a todas las fluoroquinolonas.

8. Halo de inhibicién de norfloxacino <10 mm o halo
de inhibicion de ciprofloxacino < 19 mm: cepa con
posible mutacién de primer nivel. Se recomienda
determinar la CMI de ciprofloxacino mediante Etest
(7.2) o por microdilucién (7.3).

7.2. DETERMINACION DE LA CMI DE
CIPROFLOXACINO POR ETEST

1. Realizar los pasos 1 a 3 del apartado 7.

2. Colocar una tira de Etest de ciprofloxacino en la
superficie del agar (MH-S) con la ayuda de unas
pinzas. Comprobar que la tira contacta
completamente con la superficie del agar.

3. Incubar las placas durante 18-24 horas en
atmosfera con 5% de CO, a una temperatura de
35+2°C. como se indica en el punto 7.1.

4. Leer la CMI que seréa el punto de interseccion de
la elipse de inhibicion y la tira de Etest.
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7.3. DETERMINACION DE LA CMI DE
CIPROFLOXACINO POR MICRODILUCION

1. Realizar los pasos 1 a 3 del apartado 7.1.

2. Transferir 100 pl del in6culo (7.1, paso 1) a un tubo
con 10 ml de caldo de Mueller Hinton suplementado
con 5% de sangre lisada de caballo.

3. Inocular la placa de microdilucion con el volumen
indicado por el fabricante (habitualmente 100 pl).

4. Sellar la placa con un plastico adhesivo. Incubar
durante 18-24 horas en estufa con una temperatura
de 35+2°C.

5. Leer la CMI: concentracibn menor de
antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible.

7.4. CONTROL DE CALIDAD:

Se debe realizar con cada nuevo lote de discos, tiras
de Etest o paneles de microcilucion en los que se
incluyan norfloxacino y ciprofloxacino. Para ellos se
utiliza la cepa de E. coli ATCC 25922.

8. EXPRESION DE RESULTADOS

8.1. METODO DE CRIBADO POR DIFUSION CON
DISCO

8.1.1. Halo de inhibicion del disco de norfloxacino
(5 pg): =10 mm y halo de inhibicién del disco de
ciprofloxacino (5 pg): =30 mm. Resultado definitivo:
cepa sensible a todas las fluoroquinolonas.

8.1.2. Halo de inhibicion del disco de norfloxacino
<10 mm o halo de inhibicion del disco de
ciprofloxacino <19 mm: cepa con posible mutacién
de primer nivel en topoisomerasas. Emitir un
resultado preliminar como: “Aislado resistente a las
fluoroquinolonas” e insertar una recomendacion
terapéutica: “El aislamiento puede tener mutaciones
de primer nivel de resistencia a fluoroquinolonas y el
uso de éstas puede llevar al fracaso terapéutico por
desarrollo de una segunda mutacién que confiere alta
resistencia a cualquier antimicrobiano de esta familia”.

8.2. CMI DE CIPROFLOXACINO POR ETEST Y POR
MICRODILUCION

8.2.1. CMI de ciprofloxacino <4 mg/L. Resultado
definitivo: cepa sensible a todas las fluoroquinolonas.
Segun los criterios de la SFM se consideran también
sensibles las cepas si la CMI de ciprofloxacino es de 4
mg/L..

8.2.2. CMI de ciprofloxacino entre 4-8 mg/L. Cepa
con posible mutacion de primer nivel en las

topoisomerasas. Informar el aislamiento como: “cepa
con resistencia intermedia a ciprofloxacino y a
levofloxacino” (independientemente de la CMI de
levofloxacino que se obtenga). Insertar una
recomendacion terapéutica: “El aislamiento puede
tener mutaciones de primer nivel de resistencia a las
fluoroquinolonas y el uso de éstas puede llevar al
fracaso terapéutico por desarrollo de una segunda
mutacion que confiere alta resistencia a todos estos
compuestos”.

8.2.3. CMI de ciprofloxacino 216 mg/L. Cepa con
posible doble mutacién (por ejemplo, parC-gyrA).
Informar como resistente a todas las fluoroquinolonas.
Insertar una recomendacion terapéutica: “El
aislamiento tiene resistencia de alto nivel a las
fluoroquinolonas lo que desaconseja el uso de
cualquier antimicrobiano de este familia”.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos seran los responsables de la realizacion
de la técnica.

El facultativo sera el responsable de la validacién del
informe.

10. ANOTACIONES Y LIMITACIONES DEL
PROCEDIMIENTO
EUCAST recomienda utilizar para el cribado de
resistencia de primer nivel a las fluoroquinolonas un
disco de norfloxacino de 10 pg y considerar
resistencia si el halo de inhibicién es <12 mm.
Algunos aislamientos de S. pneumoniae,
especialmente los que tienen un fenotipo mucoso
(serotipo 3) pueden dar halos de inhibicién inferiores a
10 mm para norfloxacino aunque no tengan
mutaciones en las topoisomerasas. En raras
ocasiones, algunas cepas con mutaciones de primer
nivel pueden dar halos superiores a 10 mm.
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Difusion con discos de norfloxacino y ciprofloxacino

.//\.

Anexo. Esquema de trabajo para la deteccion de resistencia a las fluoroquinolonas en S. pneumoniae

Halo de norfloxacino < 10 mm Halo de norfloxacinoz 10 mm
Halo de ciprofloxacino =19 mm Halo de ciprofloxacino z 30 mm

|

Determinacion dela CM| de
ciprofloxacino

e ™

| cMi<amgiL || cMi 48 mglL || cMiz 16 malL |

l l l

l

(A)

{A). “Aislamiento sensible a todas las ﬁ.mmcr.unulunas Segin la SFM se
considerantambién sensibleslas cepas sila CM| de :|plcrﬂuxaclnoﬂ3 de 4 mall

(B). “El aislamiento puede tener mutaciones de primer nivel de resistencia a
fluoroquinolonas y el uso de éstas puede llevar al fracaso terapeéutico ante el
desarrollo de una segunda mutacion que confiera alta resistencia a todas las
fluoroquinolonas™

{C). "El aislamiento tiene resistencia de alto nivel a las fluoroquinolonas lo que
desaconseja eluso de cualquier antimicrobiano de esta familia”
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