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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

El presente procedimiento microbiolégico de la
SEIMC se ha redactado con la finalidad de
establecer una serie de herramientas fenotipicas que
sean (tiles para la deteccion de determinados
mecanismos de resistencia en microorganismos
gramnegativos que pueden implicar diferentes
actitudes  terapéuticas o ser de interés
epidemiologico.

A la hora de redactar el presente texto se nos
planteé la duda de estructurarlo por microorganismos
0 por mecanismos de resistencia. Es indudable que
antes de interpretar el resultado de un estudio de
sensibilidad es necesario conocer la identificacion
del microorganismo. Cada bacteria o grupo
bacteriano tiene su patrén de resistencia natural que
hay que tener presente en este proceso. Como
muchos grupos bacterianos comparten determinados
mecanismos de resistencia, decidimos estructurar el
presente procedimiento segun los mecanismos de
resistencia a los principales antimicrobianos
haciendo referencia en cada caso a posibles
peculiaridades de las diferentes especies
bacterianas. La practica totalidad de los mecanismos
descritos se refieren a las enterobacterias,
Pseudomonas aeruginosa y puntualmente también a
otros bacilos gramnegativos no fermentadores, entre
los que destaca Acinetobacter spp.

La resistencia a betalactdmicos, se puede producir
por varios mecanismos, pero el mas importante por
su frecuencia y eficacia es la produccion de
betalactamasas. Los genes que codifican estas
enzimas pueden encontrarse en el cromosoma o en
plasmidos y pueden producirse de manera
constitutiva o inducible.

La continua descripcion de nuevas betalactamasas
ha creado problemas en su clasificacion vy
nomenclatura. Actualmente se conocen mas de 890
enzimas. Bush en el afio 1989 propuso una
clasificacion basada en la actividad enzimética o
afinidad de las enzimas por diferentes sustratos y su
sensibilidad a la accion inhibidora por el éacido
clavulanico. Esta clasificacion fue revisada en 1995
por Bush, Jacoby y Medeiros y actualizada en 2010
por Bush y Jacoby. Por otro lado Ambler en 1980
propuso una clasificacion en funcion de los
mecanismos de interaccién enzima-sustrato y la
secuencia de aminoacidos de las betalactamasas en
la que distinguen cuatro clases de enzimas
designados como A, B, C y D. Tanto la clasificacion
de Bush y Jacoby como la de Ambler estan
correlacionadas.

De entre todas las betalactamasas descritas hasta
el momento, caben destacar por su interés e
implicaciones clinicas las siguientes: 1)
Betalactamasas de espectro extendido (grupos 2be,
2ber y 2de de la clasificaciéon de Bush y Jacoby:
enzimas tipo TEM, SHV, CTX-M y OXA). 2)
Betalactamasas resistentes a los inhibidores (grupo
2br: enzimas tipo TEM y SHV). 3) Betalactamasas
tipo AmpC (grupo 1: enzimas tipo LAT, MIR, CMY y
FOX). 4) Carbapenemasas (grupos 2f, 2df y 3:
enzimas tipo VIM IMP, IMI, KPC, NDM y OXA). En el

presente procedimiento se discuten todas ellas.
Ademas de las betalactamasas, también se discuten
los mecanismos de resistencia de otros dos grupos
de antimicrobianos de interés, las quinolonas y los
aminoglucésidos.

El principal mecanismo de resistencia a quinolonas
es consecuencia de mutaciones en los genes de la
ADN girasa y la topoisomesasa IV. En los ultimos
afios se describen con mayor frecuencia resistencias
plasmidicas (plasmid mediated quinolone resistance,
PMQR) como la mediada por los genes gnr, el gen
aac (6')-Ib-cr, que codifica la enzima inactivante de
aminoglucésidos que acetila también las quinolonas
y los genes ogxAB y gepA que codifican bombas de
expulsiéon activa. Todos estos genes plasmidicos
determinan incrementos relativamente pequefios en
las CMI de las quinolonas. El principal mecanismo de
resistencia a aminoglucésidos es la inactivacién
enzimatica y la interpretacion de los diferentes
patrones observados suele ser muy compleja y dificil
de realizar. Aln asi se dan algunas indicaciones
practicas.

La resistencia a betalactamicos en Neisseria spp. y
Haemophilus spp. se tratard en un apartado
especifico por presentar mecanismos de resistencia
peculiares.

En la presente revision se han recogido diferentes
opiniones, criterios y recomendaciones aparecidas
en la literatura, destacando las del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), Comité de
l'Antibiogramme de la Sociedad Francesa de
Microbiologia (CASFM), European Committee on
Antimicrobial  Susceptibility Testing (EUCAST),
Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC), del grupo GEMARA
(Grupo de Estudio de los Mecanismos de Accién y
Resistencia a los Antimicrobianos) y antiguas
recomendaciones de MENSURA (Mesa Espariola de
Normalizacion de las Pruebas de Sensibilidad a los
Antimiocrobianos). Por Ultimo, es necesario aclarar
gue en la mayoria de los casos (excepto en los
apartados en los que se hace mencion expresa a las
recomendaciones terapéuticas), los términos de
sensible o resistente no se refieren necesariamente
a las categorias clinicas de interpretacion basadas
en los puntos de corte sino a consideraciones
microbiolégicas de pertenencia a las poblaciones
salvajes (sin mecanismos de resistencia y por tanto
sensible) o la expresion de un mecanismo de
resistencia.

2. BETALACTAMASAS RESISTENTES A LOS
INHIBIDORES (IRT, OXA)

21 CLASIFICACION, ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS Y CARACTERISTICAS
GENERALES DE LAS BETALACTAMASAS

RESISTENTES A LOS INHIBIDORES
El principal mecanismo de resistencia a los
antibiéticos betalactamicos en bacilos gramnegativos
es la produccién de betalactamasas. La primera
evidencia de la presencia de estas enzimas en
Escherichia coli se remonta a los afios 60 del pasado
siglo cuando se describié la betalactamasa TEM-1. A
2



partir de esa fecha y sobre todo durante los afios 70-
80, se desarrollaron un gran namero de antibiéticos
betalactamicos resistentes a la accién de estas
enzimas. Asimismo, aparecieron en el arsenal
terapéutico los inhibidores de betalactamasas como
el &cido clavulanico, el tazobactam y el sulbactam
que permitian recuperar la actividad de las
penicilinas.

Asi, la asociacion amoxicilina-acido clavulanico
presentaba actividad frente a un gran numero de
enterobacterias incluyendo aquellas que se habian
vuelto resistentes por produccién de una
betalactamasa (generalmente TEM-1, TEM-2 o SHV-
1). Estas betalactamasas presentaban actividad
frente a aminopenicilinas (ampicilina, amoxicilina),
carboxipenicilinas (ticarcilina) y como se ha
mencionado, eran sensibles a los inhibidores de
betalactamasa. A partir de estas enzimas, mediante
mutaciones puntuales, empezaron a aparecer
betalactamasas con espectros de accién diferente.
Por un lado enzimas que ampliaban su especto a las
cefalosporinas, las denominadas betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) y por otro, mutaciones en
otras posiciones nucleotidicas, daban lugar a
betalactamasas resistentes a la inhibicion de los
inhibidores de betalactamasas. Estas enzimas se
han denominado IRT (inhibitor-resistant TEM mutant)
porque en su mayoria derivan de TEM-1 y TEM-2,
aunque también se han descrito derivadas de SHV-
1. Todas estas enzimas pertenecen a la clase A de
Ambler. Ademds, algunas oxacilinasas (como la
OXA-1), pertenecientes a la clase D de Ambler, dan
lugar a un fenotipo similar al de las IRT. Todas estas
betalactamasas (IRT y algunas OXA) se caracterizan
por conferir resistencia a aminopenicilinas,
carboxipenicilinas y  ureidopenicilinas  siendo
insensibles a la accion de los inhibidores de
betalactamasa y, en su gran mayoria, no tienen
actividad sobre el resto de betalactamicos.

La resistencia a amoxicilina-acido clavulanico se ha
ido incrementando paulatinamente durante los
Ultimos afios. Segun datos del European
Antimicrobial Resistance Surveillance  System
(EARSS, denominado en la actualidad EARSS-net)
se observd un aumento de cepas de E. coli
procedentes de bacteriemias resistentes a
amoxicilina-acido clavulanico de un 3,8% al 6% en el
periodo 2003-2006. Si se incluian las cepas con
sensibilidad disminuida, el incremento era del 9,3%
al 15,4%.

En Barcelona, entre los afios 1996 y 1998 se
observé que un 6,9% de las cepas de E. coli
presentaban sensibilidad disminuida o resistencia a
amoxicilina-acido clavulanico. En un 0,3% de estas
cepas el mecanismo de resistencia implicado fue la
presencia de IRT, en un 5,3% la hiperproduccion de
su betalactamasa cromosOmica y en un 0,18%
betalactamasas tipo OXA, siendo el resto debidas a
la hiperproduccién de las betalactamasas TEM-1 o
SHV-1. Entre los afios 2007 y 2008 en Madrid se
detectaron un 4,3% de cepas de E. coli resistentes a
amoxicilina-acido clavulanico y en un 0,5% se
detectaron enzimas del tipo IRT. Tanto en Barcelona

como en Madrid se detectaron una amplia variedad
de enzimas del tipo IRT con una estructura policlonal
de los microorganismos que las producian.

Si bien las enzimas IRT, como se ha mencionado,

son variantes con mutaciones puntuales de las
betalactamasas TEM-1, TEM-2 o SHV-1, las enzimas
tipo OXA presentan una gran heterogeneidad
genética con homologias entre ellas que oscilan
entre un 60 y un 99%. Ademas también presentan
una gran heterogeneidad en cuanto a espectro de
accion y perfil de inhibicion se refiere. Asi, algunas
de ellas presentan espectros similares a las
betalactamasas de espectro extendido y otras
presentan actividad carbapenemasa. En este
apartado nos referiremos exclusivamente a las
betalactamasas de amplio espectro que no afectan a
cefalosporinas de tercera generacibn ni a
carbapenémicos (OXA-1, OXA-2, OXA-3, OXA-4,
OXA-10). La betalactamasa OXA-1 es la mas
frecuentemente descrita en enterobacterias.
Por el momento no se han descrito aislados clinicos
con enzimas derivadas de betalactamasas del tipo
CTX-M, que presenten un perfil similar al que
confieren las enzimas IRT.

2.2. DETECCION FENOTIPICA DE
BETALACTAMASAS RESISTENTES A LOS
INHIBIDORES

La deteccién de estas enzimas es factible solo en
enterobacterias naturalmente sensibles a la actividad
de la asociacién amoxicilina-acido clavulanico. Por
tanto, su presencia no puede detectarse
fenotipicamente en bacterias naturalmente
resistentes a esta asociacibn como son las
enterobacterias (Enterobacter spp., Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Serratia marcescens)
o los bacilos gramnegativos no fermentadores (P.
aeruginosa) portadores de betalactamasa tipo AmpC
inducible, debido a la superposicion de mecanismos
de resistencia. Asi, para el resto de enterobacterias,
a partir de los antibiogramas realizados, bien por la
técnica de difusibn con discos o bien por la de
microdilucion, se puede sospechar la presencia de
las enzimas IRT y OXA, aunque su confirmacion
definitiva debe ser realizada mediante técnicas
moleculares dado que son varios los mecanismos
gue pueden dar patrones de resistencia similares. En
la tabla 1 se muestran algunas caracteristicas
fenotipicas diferenciales de los distintos mecanismos
implicados en la resistencia a las asociaciones
betalactamico-inhibidor de betalactamasa. En la
figura 1 se presentan los patrones de resistencia
esperados en el caso de una betalactamasa tipo IRT
y de una de tipo OXA.

Generalmente, una cepa portadora de una
betalactamasa de tipo IRT presentara resistencia a
aminopenicilinas, carboxipenicilinas,
ureidopenicilinas (en mayor o menor medida) y
sensibilidad disminuida o resistencia a amoxicilina-
acido clavulanico. Estas cepas mostraran ademas
sensibilidad a las cefalosporinas, incluyendo las de
primera generaciébn. También se ve afectada la
asociaciéon ampicilina-sulbactam y generalmente se
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suele mantener o disminuir levemente la sensibilidad
a piperacilina-tazobactam, posiblemente por la
accion intrinseca de la piperacilina (figura 1A). Este
patron se puede ver alterado ante la presencia
afladida de otros mecanismos de resistencia.

Las cepas portadoras de las betalactamasa tipo
OXA comentadas previamente (principalmente OXA-
1) suelen presentar patrones similares a las
portadoras de IRT. Asi presentan resistencia a
aminopenicilinas, carboxipenicilinas,
ureidopenicilinas y sensibilidad disminuida o
resistencia.  a  amoxicilina-dcido  clavulanico,
ampicilina-sulbactam y piperacilina-tazobactam. Una
caracteristica de las cepas que poseen estas
enzimas es gue generalmente presentan una menor
sensibilidad a la cefepima. Debido a una cierta
actividad del &cido clavulanico y a la menor
sensibilidad de cefepima, es frecuente observar
(especialmente mediante la técnica de difusion con
discos) sinergia entre &cido clavulanico y cefepima.
Este patrébn que se observa con la mencionada
sinergia es caracteristico de las enzimas tipo OXA-1
(figura 1B).

2.3. INFORMACION DE LOS RESULTADOS Y
RECOMENDACIONES TERAPEUTICAS

Ante la presencia de enzimas tipo IRT u OXA, se
deberia prescindir de tratamientos con las
asociaciones de antibidticos betalactdmicos e
inhibidores de betalactamasa como amoxicilina-acido
clavulanico y ampicilina-sulbactam, presentandose
como valida cualquier otra alternativa en funcion del
antibiograma, del foco infeccioso y de la situacion
clinica del paciente. En el caso de la asociacion
piperacilina-tazobactam, debido a la propia actividad
de la piperacilina, podria plantearse como alternativa
siempre que se observe sensibilidad in vitro. En el
caso de enterobacterias portadoras de
betalactamasas tipo OXA debe plantearse también la
conveniencia de evitar el uso de cefepima,
especialmente si  esta betalactamasa esta
hiperproducida y se observa disminucion de la
sensibilidad in vitro.

Figura 1. Patrones de resistencia esperados en A) cepa portadora de una betalactamasa tipo IRT (imagen de
Escherichia coli portadora de TEM-30/IRT-2) y en B) cepa portadora de una betalactamasa tipo OXA (imagen de

Escherichia coli portadora de OXA-1).

A)

CMI (mg/L) Valor

Ampicilina (AMP) >256 R
Ticarcilina >256 R
Piperacilina (PIPRA) 32->256 IIR
Piper/Tazo (PI+TZ) 32-128 IIR
Amox/clav (AMC) 16-128 IIR
Cefalotina (CEP) 4-32 Sir
Cefoxitina (CFO) 2-4 S
Cefuroxima (CXM) 2-16 S
Cefotaxima (CTX) 0,03-0,06 S
Ceftazidima (CAZ) 0,06-0,12 S
Cefepima (FEP) 0,12-1 S
Aztreonam (AZT) 0,03-0,12 S
Imipenem (IMI) 0,06-0,12 S




B)

3. BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO (BLEE)
3.1. CLASIFICACION, ASPECTOS

EPIDEMIOLOGICOS Y  CARACTERISTICAS
GENERALES DE LAS BETALACTAMASAS DE
ESPECTRO EXTENDIDO

En las bacterias gramnegativas el mecanismo de
resistencia a los betalactamicos méas comin e
importante es la produccion de betalactamasas,
enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactamico
inactivando los antibidticos. Un grupo importante de
estas enzimas son las BLEE que tienen capacidad
de hidrolizar y causar resistencia a penicilinas,
oximino-cefalosporinas  (cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefepima) y monobactamicos
(aztreonam), pero no a cefamicinas (cefoxitina) ni a
carbapenémicos (imipenem, meropenem y
ertapenem), siendo inhibidas por el acido
clavulanico. Los genes que las codifican se
encuentran en elementos moviles que facilitan su
diseminacion y con frecuencia presentan co-
resistencia  a otros  antibacterianos  como
aminoglucésidos, cotrimoxazol y quinolonas.

CMI (mg/L) Valor

Ampicilina (AMP) >256 R
Ticarcilina >256 R
Piperacilina (PIPRA) 32->256 IR
Piper/Tazo (PI+TZ) 32-128 IIR
Amox/clav (AMC) 16-128 IIR
Cefalotina (CEP) 4-16 Sir
Cefoxitina (CFO) 2-4 S
Cefuroxima (CXM) 2-4 S
Cefotaxima (CTX) 0,03-0,06 S
Ceftazidima (CAZ) 0,06-0,12 S
Cefepima (FEP) 0,03-0,12 S
Aztreonam (AZT) 0,03-0,12 S
Imipenem (IMI) 0,06-0,12 S

Las BLEE se pueden clasificar en diferentes grupos,
segun las distintas clasificaciones (tabla 2). La
mayoria de ellas pertenecen a la clase molecular A
de Ambler. Entre ellas se encuentran las TEM y
SHV, derivadas de betalactamasas con menor
espectro de hidrdlisis, la familia CTX-M, procedente
de betalactamasas cromosémicas del género
Kluyvera, y otras menos prevalentes como las PER,
VEB, BES, GES, TLA y SFO, incluidas todas ellas en
el grupo funcional 2be de Bush y Jacoby.

Otras BLEE pertenecientes a la clase A, aunque

del subgrupo 2ber son las betalactamasas CMT
(complex mutant TEM), como la TEM-50 que
combinan una cierta resistencia a la inhibicién por el
acido clavulanico junto a una mayor actividad frente
a oximino-cefalosporinas. Algunas enzimas de la
familia OXA (clase D de Ambler y grupo funcional
2de), son también betalactamasas de espectro
extendido.
Desde su descripcion inicial, se han identificado mas
de 300 BLEE diferentes, y la mayoria pertenecen a
las familias TEM, SHV y CTX-M
(http://www.lahey.org/webt.asp) (tabla 3).
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Tabla 1. Principales patrones de resistencia a betalactamicos en funcion de la betalactamasa implicada en las principales enterobacterias que carecen de betalactamasa

tipo AmpC cromoso6mica inducible. En gris se resaltan los antibiéticos clave para la sospecha de cada uno de las betalactamasas implicadas.

Fenotipo AMP AMC TIC PIP Cl1G FOX CXM C3G C4G CARB Observaciones
Presencia de AmpC a niveles basales en E.

Natural S S s S s s s S S S coliy Shlgel!a.spp. Salmon(_ella spp. y Shigella
spp. son clinicamente resistentes a C1G y
C2G.

Las enzimas més frecuentes son TEM-1,
TEM-2 y SHV-1.

TEM-1, TEM-2 0 SHV-1 R S R r S S S S S S Klebsiella spp. presentan este patron de
forma natural al ser portadoras de SHV-1 o
relacionadas.

Hiperproduccién de AmpC . . .

cromosémica o R R R /R R R R /R S S P_resenma en E. coli y Shigella spp. de AmpC

T hiperproducida.

AmpC adquirida

Hiperproduccion de En caso de tratarse de SHV-1 puede llegar a

TEM-1, TEM-2 0 SHV1 R ' R R R S S S S S afectar ligeramente a ceftazidima.

BLEE R Y R R R S/IR SIR S

IRT R R S/NIR S S S S S S
Se suele ver sensibilidad disminuida a

OXA R R R R r S S S Sir S cefepima, manteniéndose la sensibilidad a
C3G.

En caso de carbapenemasas de clase B el
aztreonam se muestra sensible.

Carbapenemasa R R R R R R R r r (/R Algunas carbapenemasas como OXA-48

hidrolizan escasamente a las cefalosporinas
de amplio espectro, pudiendo aparecer
sensibles en su interpretacion.

AMP, ampicilina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; TIC, ticarcilina; PIP, piperacilina; C1G, cefalosporinas de primera generacion; FOX, cefoxitina; CXM, cefuroxima; C3G, cefalosporinas
de tercera generacion y monobactamicos; C4G, cefalosporinas de cuarta generacion; CARB, carbapenémicos; V, variable; S, sensible; R, resistente; r, halos reducidos o CMI elevadas con
respecto al fenotipo salvaje, pero dentro del rango de sensibilidad.



Tabla 2. Clasificacion de las betalactamasas de espectro extendido.

Clasede Clase de Bush-

Inhibicion por

Ambler Jacoby Sustrato clavulanico Enzimas

Cefalosporinas de

A 2be espectro ampliado, + SHV, TEM, CTX-M, PER, VEB
monobactamicos
Cefalosporinas de

A 2ber espectro ampliado, - CMT (complex mutant TEM)
monobactédmicos

D 2de Cefalosporinas - OXA

espectro ampliado

Tabla 3. Principales familias de betalactamasas de espectro extendido.

Familia Grupo funcional

N’ de enzimas

Enzimas representativas

TEM 2be 81
2ber 11
SHV 2be 42
CTX-M 2be 113
PER 2be 7
VEB 2be 7
OXA 2de 18

TEM- 3, TEM-10, TEM-24

CMT (complex mutant TEM)
TEM-50 (CMT-1), TEM-158 (CMT-9)

SHV-2, SHV-3,SHV-115
CTX-M-1, CTX-M-44 a CTX-M-92
PER-1 a PER-5
VEB-1 a VEB-7

OXA-11, OXA-14, OXA-15

La historia de las betalactamasas de espectro
extendido comienza en 1983 en Alemania con el
aislamiento de diversas enterobacterias portadoras
de la betalactamasa SHV-2, que hidrolizaba las
oximino-cefalosporinas y derivaba de SHV-1 por
mutaciones puntuales. Posteriormente se
describieron otras enzimas derivadas de las TEM-1y
TEM-2 con un espectro de actividad similar a la SHV-
2. Estas enzimas presentan una o0 mas sustituciones
en la secuencia aminoacidica, con lo que se
produce un incremento en su espectro de hidrdlisis,
siendo capaces de hidrolizar no solo a penicilinas
sino también a cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion y a monobactamicos. Desde entonces
estas enzimas se han descrito cada vez con mas
frecuencia en todos los paises. En Espafia se
detectaron por primera vez en el afio 1988.

Las BLEE predominantes en Europa fueron
inicialmente las de tipo SHV, pero a finales de los 80
aparece una nueva familia de BLEE, la CTX-M que
se ha encontrado en diferentes especies
bacterianas. En la década de los 90 estas enzimas

se encontraron en distintas especies de
Enterobacteriaceae produciendo brotes
nosocomiales, pero a partir del 2000 se han
convertido en las mas frecuentes en la mayor parte
del mundo, tanto en infecciones hospitalarias como
de la comunidad, habiendo casi sustituido a las
BLEE de los tipos TEM y SHV. Si bien la prevalencia
de las diferentes enzimas CTX-M es variable en
diferentes paises; es interesante destacar la
diseminacién a nivel mundial del clon ST131 de E.
coli 025:H4 portador de la CTX-M-15.

Actualmente se discute sobre la definicion de
betalactamasas de espectro extendido. Diversos
autores sugieren la incorporacion dentro del término
BLEE de otras enzimas con capacidad hidrolitica
sobre cefalosporinas y carbapenémicos.

3.2. DETECCION FENOTIPICA DE
BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

La deteccion rapida de la resistencia a los
antimicrobianos asi como su caracterizacion es una
prioridad en los laboratorios de microbiologia clinica.
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Su conocimiento ayuda en la eleccion del antibiético
mas adecuado para el tratamiento de la infeccion y
permite instaurar las medidas adecuadas de
aislamiento para evitar la dispersion del
microorganismo a otros pacientes.

La deteccion de las BLEE en el laboratorio no
siempre es facil, ya que depende de su expresion
fenotipica, y esto viene condicionado por la cantidad
de enzima producida por la bacteria, y de la
presencia o no de otros mecanismos de resistencia.
Su deteccién se basa en la capacidad de estas
enzimas de hidrolizar las cefalosporinas de tercera y
cuarta generacibn 'y los  monobactamicos,
disminuyendo por tanto la sensibilidad de la bacteria
a estos antibacterianos que se pone de manifiesto en
un incremento de las CMI o una disminucién de los
halos de inhibicion cuando se realiza la técnica de
difusién con discos. Otra de las caracteristicas de
estas enzimas es que son inhibidas por el acido
clavulanico y que no presentan actividad hidrolitica
frente a la cefoxitina, por lo que las cepas aparecen
en el antibiograma como sensibles a este
antimicrobiano (tabla 1).

Se han desarrollado diversas pruebas fenotipicas
para la deteccion de BLEE, pero la mayoria se
basan en la actividad inhibitoria del acido
clavulanico. Entre ellas cabe destacar la técnica de
difusion con disco en la que la presencia de una
BLEE se sospecha no solo por la resistencia o
disminucién de los halos de inhibicion de algunos o
todos los sustratos sino también por el efecto
sinérgico producido entre las cefalosporinas de
espectro ampliado o los monobactamicos y el acido
clavulanico, cuando previamente se han situado de
forma estratégica los discos (figuras 2 y 3).

Otras técnicas basadas en el mismo principio son
la utilizacion de discos combinados de
cefalosporinas con acido clavulanico y su variante en
las técnicas de microdiluciébn que permiten conocer
las CMI de las cefalosporinas solas y en presencia
de inhibidor. La técnica de difusion en gradiente
(Etest) con tiras combinadas de cefalosporinas con y
sin inhibidor es también de utilidad para la deteccion
de BLEE. Las técnicas anteriormente descritas se
detallan en el procedimiento normalizado de trabajo
PNT-MRN-01 de este documento.

Todas estas pruebas fenotipicas de deteccion de
BLEE requieren como minimo 48 horas desde que el
producto patolégico llega al laboratorio, tiempo
necesario para el aislamiento de la bacteria por
cultivo y la realizacion del antibiograma. Se han
buscado nuevos métodos para acortar este tiempo
por lo que se han diseflado medios cromogénicos
para el aislamiento selectivo y la identificacion
presuntiva de enterobacterias productoras de BLEE.
Entre ellos se encuentra el ChromlD ESBL
(bioMérieux), Brilliance ESBL agar (Oxoid) y el
CHROMagar™ ESBL. Otro método cromogénico
rapido es el Cica-beta-Test (Kanto Chemical). Se

utiiza para la deteccion rapida de BLEE,
directamente de la colonia de enterobacteria aislada.
El método utiliza una cefalosporina cromogénica
(HMRZ-86) y el acido clavulanico como inhibidor
para detectar rapidamente si el aislado es portador o
no de una BLEE. Esta técnica permite asimismo
detectar metalo-betalactamasas y enzimas de tipo
AmpC hiperproducidas mediante el uso de EDTA y
acido borodnico, respectivamente.

Es importante recordar que algunas
enterobacterias poseen betalactamasas
cromosomicas que hidrolizan las cefalosporinas vy
son inhibidas por el acido clavulanico. Cuando se
hiperproducen dan lugar a un patrén fenotipico de
resistencia compatible con la presencia de una
BLEE. Entre ellas se encuentra la betalactamasa K1
de Klebsiella oxytoca, la SHV-1 de Klebsiella
pneumoniae y las cefalosporinasas CepA de
Proteus vulgaris y Proteus penneri.

3.3. INFORMACION DE LOS RESULTADOS Y
RECOMENDACIONES TERAPEUTICAS

El grado de hidrélisis frente a cefalosporinas de
tercera generacidon y monobactamicos puede variar
segun el tipo de BLEE y el nivel de produccion,
pudiendo aparecer sensibles in vitro a algunos de
estos antibacterianos. Asi por ejemplo, las BLEE de
tipo TEM en general tienen mayor actividad frente a
ceftazidima mientras que las de tipo CTX-M son mas
activas sobre cefotaxima.

El CLSI antes del afio 2010 recomendaba informar
las cepas con fenotipo de BLEE como resistentes a
penicilinas, cefalosporinas y aztreonam
indistintamente del valor de la CMI o del halo de
inhibicibn mientras que el EUCAST recomendaba
interpretar como intermedio un resultado sensible y
como resistente un resultado intermedio. En el afio
2010 estos comités modificaron los puntos de corte
de las cefalosporinas y el aztreonam basandose en
estudios PK/PD 'y efectuaron una nueva
recomendacién  consistente en informar la
sensibilidad de los aislados con BLEE segun los
resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad
in vitro independientemente del mecanismo de
resistencia (tabla 4).

A pesar de la disminucién de los puntos de corte,
gue parecen dar una buena prediccion de la
evolucién clinica al tratamiento, sigue existiendo
discusion sobre la influencia del inéculo bacteriano
en el foco de infeccion. Por lo tanto, la decision de
seguir esta recomendacion dependera de criterios
locales atendiendo a patrones epidemiolégicos y de
politica de antimicrobianos y a la realizacion de
estudios clinicos que aseguren la eficacia terapéutica
de estos antibidticos en el tratamiento de infecciones
producidas por bacterias portadoras de BLEE en
diferentes situaciones clinicas.



Tabla 4. Puntos de corte de cefalosporinas y aztreonam para Enterobacteriaceae segun CLSI| y EUCAST.

o , CLSI (2009)" CLSI (2010)? EUCAST (2011)°
Antimicrobiano

S R S R S R
Cefuroxima (parenteral) <8 232 <8 232 <8 >8
Cefotaxima <8 264 <1 24 <1 >2
Ceftazidima <8 232 <4 216 <1 >4
Cefepima <8 232 <8 232 <1 >4
Aztreonam <8 232 <4 216 <1 >4

"Documento M100-S19. ? Documento M100-S20. Version 1.3, enero 2011

Figura 2. Imagen del efecto sinérgico entre cefalosporinas de tercera generacién y acido clavulanico mediante las
técnicas de difusion con discos y Etest en una cepa productora de BLEE.

CTX, cefotaxima; AMC, amoxicilina-acido clvulanico; CAZ,
ceftazidima; CT, cefotaxima; CTL, cefotaxima + acido
clavulanico; TZ, ceftazidima; TZL, ceftazidima + acido
clavulanico.

Figura 3. Patrones de resistencia esperados en cepas portadoras de una BLEE tipo CTX-M. Imagen de
Escherichia coli portadora de CTX-M-15.

CMI (mg/L) Valor

Ampicilina (AMP) >256 R
Ticarcilina >256 R
Piperacilina (PIPRA) 64->256 R
Piper/Tazo (PI+TZ) 2-8 S
Amox/clav (AMC) 4-8 S
Cefalotina (CEP) >256 R
Cefoxitina (CFO) 2-4 S
Cefuroxima (CXM) 16->256 R
Cefotaxima (CTX) 0,12->256 S/IR
Ceftazidima (CAZ) 0,25->256 SIR
Cefepima (FEP) 0,12->256 S/IR
Aztreonam (AZT) 0,12->256 S/IR
Imipenem (IMI) 0,06-0,12 S




4. BETALACTAMASAS TIPO AmpC

4.1 CLASIFICACION, ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS Y CARACTERISTICAS
GENERALES DE LAS BETALACTAMASAS TIPO
AmpC

Las betalactamasas de la clase molecular C de
Ambler (grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby-
Medeiros) se caracterizan por su espectro de
hidrdlisis (actividad cefalosporinasa) y por su perfil de
inhibicion. Las AmpC hidrolizan cefalosporinas de
primera (cefalotina) y segunda generacion
(cefuroxima), incluidas las cefamicinas (cefoxitina y
cefotetan) y, en menor medida, las de tercera
generacion (cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima),
mientras que generalmente son muy poco eficaces
hidrolizando las cefalosporinas de cuarta generacion
(cefepima y cefpiroma) y los carbapenémicos
(imipenem y meropenem) (figura 4). Este espectro de
hidrélisis puede ampliarse y afectar ademas a
cefalosporinas de cuarta generacion (AmpC de
espectro extendido), pero se desconoce cual es la
prevalencia y la relevancia clinica y epidemiolégica
de estas variantes de AmpC. La cloxacilina y el
aztreonam, asi como el &cido borénico y sus
derivados (acido fenil-borénico), inhiben a las
betalactamasas de tipo AmpC, mientras que el acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam no son buenos
inhibidores (tabla 1).

La produccion de AmpC puede ser constitutiva o
inducible, siendo los niveles de produccién
dependientes del grado de expresion del gen blaampc.
Cuando el gen blasm,c se expresa de forma
constitutiva (ausencia de genes reguladores del tipo
ampD o ampR) puede hacerlo a niveles basales
bajos, confiriendo un fenotipo de resistencia natural o
salvaje caracteristico de la especie bacteriana (tabla
5), o puede hacerlo a unos niveles muy superiores al
basal (sobreexpresion de blaam,c mediada por
mutaciones en el atenuador y/o promotor de blaampc,
adquisicién de promotores fuertes para la expresion
de blasmpc) produciendo cantidades elevadas de
AmpC (hiperproduccion de AmpC). En determinadas
especies bacterianas como Enterobacter cloacae,
Morganella morganii, P. aeruginosa, etc. el gen
blasmpc se expresa de forma inducible. El grado de
induccion de blasmpc depende del tipo de inductor y
es maximo con inductores fuertes como la cefoxitina
y los carbapenémicos. En los aislados que tienen un
gen blaampc inducible, su expresion puede estar
desreprimida establemente de forma parcial o total
(mutaciones en genes reguladores de tipo ampD y
ampR) dando lugar a la produccion estable de
grandes cantidades de AmpC (hiperproduccion
parcial o total de AmpC).

Independientemente del mecanismo que conduce
a una hiperproduccion de AmpC, los aislados
hiperproductores de AmpC presentan un fenotipo de
resistencia (fenotipo AmpC) a las penicilinas, las
asociaciones de betalactdmicos con inhibidores de
betalactamasa, cefalosporinas de primera y segunda
generacion, incluidas las cefamicinas, asi como a las
de tercera generacion, pero en grado Vvariable,
dependiendo del nivel de hiperproduccion. Los

aislados con este fenotipo AmpC suelen ser ademas
sensibles a cefalosporinas de cuarta generacion y a
los carbapenémicos, aunque dicha sensibilidad se
reduce significativamente si se produce la pérdida de
alguna porina relacionada con la resistencia
antimicrobiana.

Un grupo de betalactamasas de tipo AmpC estan
codificadas por genes blayn,c asociados a
integrones, como los de clase 1, o transposones
localizados en plasmidos conjugativos (AmpC
plasmidicas). Estos genes blasmpc plasmidicos
proceden del cromosoma bacteriano y se clasifican
en 6 familias que se diferencian por la homologia de
sus genes: CIT (derivadas de la AmpC cromosémica
de C. freundii), DHA (derivadas de la AmpC
cromosomica de M. morganii), ACC (cuyo origen
esta relacionado con la AmpC cromosémica de
Hafnia alvei), FOX (derivadas de la AmpC
cromosémica de Aeromonas media), MOX
(derivadas de la AmpC cromosomica de Aeromonas
caviae), EBC (derivadas de las AmpC cromosomicas
de E. cloacae y/o E. asburiae).

Las AmpC plasmidicas se han descrito
principalmente en algunas especies de
enterobacterias (Klebsiella spp., P. mirabilis, E. coliy
Salmonella enterica, entre otras) con relevancia
clinica y epidemiolégica. La distribucion de estas
enzimas es mundial, habiéndose descrito en todos
los contienes y con una prevalencia variable,
dependiente del microorganismo, del tipo de AmpC
plasmidica y del area geogréafica. En general, la
prevalencia de las AmpC plasmidicas suele ser
relativamente baja (inferior al 2% de todas las
enterobacterias), aunque parece que existe una
tendencia a incrementarse. En un estudio
multicéntrico realizado en Espafia se ha observado
un incremento en la prevalencia de enterobacterias
productoras de AmpC plasmidicas en 2007 (1,3%)
respecto a 1999 (0,06%), siendo P. mirabilis la
especie con mayor prevalencia (0,95%) y CMY-2 la
AmpC plasmidica mas frecuente (66,7%).

La produccion de betalactamasas de tipo AmpC
plasmidicas puede dar lugar a fracasos terapéuticos,
similares a los descritos en infeccionas causadas por
aislados hiperproductores de AmpC cromosémica
inducible (seleccion de mutantes con desrepresion
estable) en tratamientos con betalactamicos. Desde
el punto de vista epidemiologico, las AmpC
plasmidicas tienen mucha mayor relevancia o
trascendencia que las AmpC cromosodmicas, debido
a su capacidad para movilizarse, y se pueden
transferir tanto en el ambiente nosocomial, donde
tienen un claro potencial epidémico, como en la
comunidad. La epidemiologia de la diseminacion de
las AmpC plasmidicas no se conoce muy bien debido
a la falta de estudios multicéntricos y a la ausencia
de consenso y métodos estandarizados de deteccion
de estas betalactamasas.
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Figura 4. Patrones de resistencia esperados en cepas portadoras de una betalactamasa tipo AmpC. Imagen de

Escherichia coli portadora de CMY-2.

4.2 DETECCION FENOTIPICA DE
BETALACTAMASAS TIPO AmpC

La deteccion de AmpC plasmidicas puede realizarse
por métodos fenotipicos o por métodos moleculares
(confirmatorios). Los métodos fenotipicos son
sencillos y econémicos pero solo resultan de utilidad
en aislados que no tienen una AmpC cromosomica
natural (Klebsiella spp., S. enterica, P. mirabilis) o en
aislados que tienen una AmpC cromosomica
intrinseca no inducible, como ocurre en E. coli. La
presencia de AmpC plasmidica debe sospecharse
cuando estos aislados presenten un patron de
resistencia a betalactdmicos (fenotipo AmpC)
diferente al de su respectivo fenotipo salvaje o de
resistencia natural (tabla 5), siendo los marcadores
de mayor utilidad la sensibilidad intermedia o
resistencia a amoxicilina-acido clavulanico y a
algunas de las cefalosporinas de tercera generacion.
Los métodos fenotipicos mas rentables, por su
eficacia, su sencillez y su bajo coste econémico, son
el método de sinergia de doble disco (usando
cloxacilina o &cido fenil-borénico y discos de
cefotaxima y ceftazidima) y el método de discos
combinados con inhibidores (ver PNT-MNR-02 de
este documento). Existen otros métodos fenotipicos
bastante sensibles y especificos, pero son mas
complejos (test en 3D) o mas caros que los
anteriores (agar cefoxitina, Etest de
cefotetan/cefotetan mas cloxacilina). En el caso
concreto de E. coli, la utilizacion del método de
induccion de AmpC (ver PNT-MNR-02) puede
resultar Gtil en la deteccion de AmpC plasmidica
puesto que un resultado positivo descartaria que el
fenotipo AmpC sea el resultado de Ila
hiperproduccién de la AmpC cromosémica intrinseca,
dado que ésta no es inducible. Mirelis et al. han

(rrclzg,;/llll_) Valor

Ampicilina (AMP) >256 R
Ticarcilina 16->256 /R
Piperacilina (PIPRA) 16->256 /R
Piper/Tazo (PI+TZ) 16->256 /R
Amox/clav (AMC) >256
Cefalotina (CEP) >256 R
Cefoxitina (CFO) 32->256 R
Cefuroxima (CXM) 32->256
Cefotaxima (CTX) 2->256 R
Ceftazidima (CAZ) 2->256 'R
Cefepima (FEP) 0,12-1 IS
Aztreonam (AZT) 2->256 R
Imipenem (IMI) 0,06-0.12 S

descrito un método simple para diferenciar las AmpC
plasmidicas de las AmpC cromosémicas que puede
ser de utilidad en E. coli. Los aislados productores de
AmpC plasmidicas suelen presentar colonias
dispersas por el borde de los halos de inhibicién con
discos con cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima vy
aztreonam.

Los métodos fenotipicos de deteccion de
betalactamasas de tipo AmpC plasmidicas tienen
varias limitaciones importantes que deben ser
consideradas o tenidas en cuenta para poder realizar
una interpretacion fiable de los resultados obtenidos.
Estos métodos aln no han sido estandarizados por
ningdn comité u organizacion de expertos (CLSI,
EUCAST, CASFM). Ademas, poseen una escasa 0
nula rentabilidad para detectar una AmpC plasmidica
en enterobacterias que tienen una AmpC
cromosOmica inducible (tabla 5), por lo que para su
detecciobn es necesario recurrir a métodos
moleculares, como los basados en la PCR mudltiple y
la secuenciacion de &cidos nucleicos. En estos
aislados con AmpC cromosémica inducible la
identificacién correcta de la especie bacteriana es
suficiente para predecir la produccion de una AmpC
cromosOmica inducible. En el procedimiento
normalizado de trabjo PNT-MRN-02 estan detalladas
todas estas técnicas.

La presencia simultdnea de otros mecanismos de
resistencia a betalactamicos, como la produccion de
BLEE o la pérdida de porinas, dificulta enormemente
la interpretacion de las pruebas fenotipicas de
deteccion de AmpC plasmidica. Un marcador
fenotipico muy utilizado para diferenciar la
produccion de AmpC de la de BLEE es la cefoxitina.
Salvo algunas excepciones, los aislados con fenotipo
AmpC son generalmente resistentes a cefoxitina,
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mientras que los aislados productores de BLEE
suelen ser sensibles, excepto cuando se produce la
pérdida o una disminucién en la expresion de alguna
porina.

4.3. INFORMACION DE LOS RESULTADOS Y
RECOMENDACIONES TERAPEUTICAS

La emision del informe microbiolégico con una
interpretaciéon adecuada de los resultados de
sensibilidad y de deteccion de AmpC es fundamental
para la eleccion de un antimicrobiano que garantice
su eficacia terapéutica. En los aislados en los que se
ha detectado la produccibn de una AmpC
plasmidica, tanto si éstos no tienen una AmpC
cromosomica, como Klebsiella spp., S. enterica y P.
mirabilis, como si la tienen, pero ésta no es inducible,
como ocurre por ejemplo con E. coli, los valores de
sensibilidad obtenidos in vitro deben informarse sin
gue sea necesaria la realizacion de una lectura
interpretada de los mismos. En estos casos es
aconsejable recomendar el uso de antimicrobianos
alternativos a las cefalosporinas de tercera
generacion para el tratatamiento de las infecciones
causadas por microorganismos con este fenotipo de
resistencia  AmpC, aunque no existen criterios

unificados ni consensuados sobre esta
recomendacion.

El CASFM recomienda que si las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana indican que el aislado
presenta sensibilidad disminuida o resistencia a
algunas de las cefalosporinas de tercera generacion
se informen todas ellas como resistentes (si
presentan sensibilidad intermedia) o con sensibilidad
intermedia (si son sensibles), independientemente de
gue el microorganismo produzca una AmpC
cromosOmica o una AmpC plasmidica. En el caso
gue sean sensibles a todas las cefalosporinas, se
aconseja informar, particularmente con Enterobacter
spp. y C. freundii, la posibilidad de que se produzca
un fracaso terapéutico si el tratamiento se realiza con
cefalosporias de tercera generacion, por la selecciéon
de mutantes AmpC desreprimidos estables. Si
después de 3-4 dias de tratamiento antimicrobiano
continta aislandose la misma especie bacteriana se
recomienda repetir las pruebas de sensibilidad para
determinar si se ha producido un incremento en la
resistencia a betalactamicos.

12



Tabla 5. Patrones de resistencia a antibidticos betalactamicos en algunas enterobacterias de interés clinico y epidemiolégico. En sombreado gris se resalta los

betalactamicos en los que existen diferencias entre el fenotipo natural o salvaje y el fenotipo AmpC.

Patrén de resistencia Presencia Nivel de
Microoraanismo Fenotino localizacion blaampc expresion
9 PO "AMP AMC TIC CFZ CXM FOX CTIX FEP IPM blaampc
P. mirabilis, S. enterica Salvaje S S S S S S S S S NO NO
AmpC R R R R R R 'R S S PI Elevado
Klebsiella spp., C. koseri Salvaje R S R S S S S S S NO NO
AmpC R R R R R R r/R S S PI Elevado
E. coli Salvaje S S S S S S S S S Crom NO o muy bajo
AmpC R R R R R R 'R S S Crom constitutiva/PI Elevado
E. cloacae, C. freundii Salvaje R R S R Sir R S S S Crom inducible Basal
AmpC R R R R R R R S S Crom desreprimida/PI Elevado
Providencia spp., M. morganii, Salvaje R R S R R S S S S Crom inducible Basal
S. marcescens AmpC R R R R R R r/R S S Crom desreprimida/PI Elevado

AMP, ampicilina; AMC, amoxicilina-acido clavulanico; TIC, ticarcilina; CFZ, cefazolina; CXM, cefuroxima; FOX, cefoxitina; FEP, cefepima; IPM, imipenem; S, sensible; r, sensibilidad
intermedia; R, resistencia; PI, plasmidica; Crom, cromosémica.
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5. CARBAPENEMASAS

5.1. CLASIFICACION, ASPECTOS
EPIDEMIOLOGICOS Y CARACTERISTICAS
GENERALES DE LAS CARBAPENEMASAS

En los Ultimos afios se ha producido una gran alarma
y preocupacion por la gran dispersion de los bacilos
gramnegativos resistentes a los carbapenémicos en
los que el mecanismo implicado es la produccion de
betalactamasas capaces de hidrolizar este grupo de
antimicrobianos y que se han asociado a elementos
genéticos trasferibles. Estas enzimas se denominan

Tabla 6. Clasificacion general de las carbapenemasas.

genéricamente carbapanemasas y se agrupan en las
diferentes clases moleculares de Ambler que se
corresponden con diferentes grupos funcionales de
la clasificacion de Bush y Jacoby del afio 2010. En la
tabla 6 se recogen estas enzimas, indicando las mas
relevantes y los microorganismos en los que se
encuentran habitualmente. Asimismo, en las tablas 1
y 6 se muestran sus caracteristicas mas
sobresalientes y que pueden utilizarse para su
reconocimiento fenotipico.

Clase ) Inhibicion por L
molecular  gnzimas ATM  Microorganismos Localizacion
(Grupo CLA EDTA genetica
funcional®)
A (2f) Sme, IMI, NmcA * - R Serratia marcscens Crom
Enterobacter cloacae
KPC + - Enterobacterias PI
GES + - Enterobacterias PI
Pseudomonas aeruginosa
B (3) L1 - + SIR® Stenotrophomonas maltophilia  Crom
CcrA Bacteroides. fragilis
Cpha Aeromonas hydrophila
Bcll Bacillus cereus
IMP, SPM, SIM, - + S Enterobacterias Pl (Crom)*
GIM, VIM, AIM, Pseudomonas spp.
DIM, KHM, NDM BGNNF
D (2df) OXA (OXA-48) + - S Acinetobacter baumannii, Crom, PI

Pseudomonas aeruginosa
Enterobacterias

'Seglin la clasificacion de Ambler, “segln la clasificacion de Bush y Jacoby, 2010; °puede aparecer resistente por la
coexistencia con otros mecanismos de resistencia, 4ocasionalmente de codificacién cromosémica. CLA, &cido clavulanico;
ATM, aztreonam; BGNNF, bacilos gramnegativos no fermentadores; PI, plasmidica; Crom, cromosomica

Las primeras carbapenemasas de origen plasmidico
se describieron en Jap6n en el afio 1991 en P.
aeruginosa y con posterioridad en diversas especies
de enterobacterias, entre ellas S. marcescens, y
también en Pseudomonas putida y Achromobacter
xyloxoxidans. La enzima caracterizada se
correspondia con una metalo-betalactamasa, y por
tanto de clase B o grupo 3 de Bush y Jacoby, a la
gque se denomind IMP-1. El gen responsable se
encontraba localizado en un integron incluido en
plasmidos trasferibles. En la actualidad se conocen
hasta 29 variantes en el grupo de las enzimas IMP y
se han descrito con mas frecuencia en P. aeruginosa
que en las enterobacterias. Asimismo, en el afio
1997 se detectd en ltalia, también en P. aeruginosa,
una enzima, igualmente de clase B, de caracter
transferible que recibié el nombre de VIM-1 y cuyo
gen se asocia a integrones de clase 1. Esta enzima
se detectdé con posterioridad en Corea en S.
marcescens y en Grecia en E. coli y en K

pneumoniae y estad ampliamente distribuida en
diferente paises, sobre todo en Europa. Hasta la
fecha se han descrito al menos 27 variantes, siendo
VIM-2 una de las més difundidas, esencialmente en
P. aeruginosa aunque también se ha encontrado en
A. baumannii y en enterobacterias. En Espafia se
han descrito tanto enzimas del tipo IMP, en P.
aeruginosa y A. baumannii, como del tipo VIM en
diferentes enterobacterias, P. aeruginosa y A.
baumannii, siendo relevantes algunos brotes
epidémicos descritos que demostraron en el estudio
de la estructura poblacional la implicacién de
diferentes clones de K. pneumoniae, E. coli y E.
cloacae.

Las enzimas IMP y VIM tienen un perfil hidrolitico
gue incluye todos los antibioticos betalactamicos con
la excepcion del aztreonam y no se inhiben por el
acido clavulanico, sulbactan y tazobactam. Sin
embargo se inhiben por agentes quelantes de
cationes divalentes como el EDTA, compuestos
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tidlicos como el &cido 2-mercaptopropionico, o el
acido dipicolinico. Con caracteristicas similares se
han descrito con posterioridad enzimas de los grupos
SPM, GIM, SIM, AIM, DIM y KHM, y mas
recientemente la enzima NDM-1 que ha creado una
importante alarma mediatica debido al perfil
mutirresistente o panresistente de los aislados que la
producen. Esta enzima, cuyo origen podria situarse
en la India, se detectd6 por primera vez en K.
pneumoniae en un paciente en Suecia que procedia
de la India. Se ha descrito en otros paises en
Europa, incluyendo Espafia (aunque de forma
anecdatica), no solo en esta especie sino también en
E. coli y en otras enterobacterias y asimismo en
Acinetobacter spp. El perfil hidrolitico que presenta
esta enzima es similar al de otras metalo-
betalactamasas. Se ha descrito una variante de ésta
denominada NDM-2.

Otro grupo importante de carbapenemasas son las
de clase A (grupo 2f). La primera carbapemasa de
clase A era de naturaleza cromosOmica y fue
detectada por vez primera en 1982, incluso antes de
la comercializacion de los carbapenémicos. Esta
enzima, denominada SME, se encontr6 por vez
primera en S. marcescens y después en E. clocae
tanto en casos esporadicos como asociados a
pequefios brotes epidémicos. Existen al menos tres
variantes (SME-1, -2 y -3) que confieren un fenotipo
con pérdida marcada de sensibilidad a los
carbapenémicos y un perfil hidrolitico que incluye el
aztreonam y en menor medida o inexistente a las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion. No
son inhibidas por el EDTA pero como peculiaridad
destaca la inhibicion parcial por &cido clavulanico
(mejor con tazobactam). Otras enzimas relacionadas
son las de los grupos IMI (IMI-1 y -2) y NMC-A
encontradas inicialmente en diferentes especies del
género Enterobacter. No obstante, dentro de las
carbapenemasas de clase A, las que mayor
importancia  epidemiolégica  tienen son las
denominas KPC que reciben este nombre por
haberse encontrado inicialmente en K. pneumoniae
(KPC = K. pneumoniae carbapenemases). La
primera de estas enzimas se describi6 en los
Estados Unidos en 1996 y después en otras areas
geogréaficas en pacientes que previamente habian
estado ingresados en este pais y que habrian dado
lugar a brotes importantes como en Israel. También
se ha aislado en numerosos paises de Europa, en la
India y en América del Sur. Por el momento se
conocen once variantes, siendo KPC-1 y KPC-2 las
descritas con mayor frecuencia. Son de naturaleza
plasmidica asociadas al trasposon Tn4401.
Asimismo, y aunque no de manera exclusiva, se han
encontrado mayoritariamente ligadas a la secuencia
tipo (ST) 258 de K. pneumoniae. Las enzimas KPC
se han descrito no solo en Enterobacteriaceae sino
también en P. aeruginosa y en A. baumannii. En
Espafia su apariciéon ha sido mas tardia y no esta
ligada al clon ST258.

Desde el punto de vista fenotipico, las enzimas
KPC hidrolizan de forma eficiente penicilinas,

cefalosporinas y carbapenémicos. Como excepcion
tendrian una menor tasa de hidrélisis de las
cefamicinas (cefoxitina) aunque los valores de CMI
gue se obtienen suelen estar por encima del punto
de corte de sensibilidad. No se inhiben por el acido
clavulanico pero si por el acido borénico, inhibidor
gue se utiliza para el reconocimiento fenotipico. No
obstante, la inhibicién por el acido borénico no es
exclusiva de las enzimas KPC ya que también es un
inhibidor eficiente de las betalactamasas de tipo
AmpC (Clase C de Ambler y grupo 1 de Bush y
Jacoby) y que con la excepcion del enzima CMY-10
no hidrolizan carbapenémicos.

Dentro de las carbapenemasas de clase A deben
citarse también algunas variantes de las BLEE de
tipo GES como GES-4 encontrada en P. aeruginosa,
Acinetobacter spp. y en enterobacterias que hidroliza
de forma eficiente penicilinas y cefalosporinas y muy
débilmente a los carbapenémicos. Su importancia
epidemiolégica es mucho menor que las KPC.

En el grupo de las OXA (clase D de Ambler y 2df
de Bush y Jacoby) también se encuentran variantes
que hidrolizan los carbapenémicos. Entre ellas
destacan las variantes de los subgrupos OXA-23,
OXA-24, OXA-58, OXA-143 y, en menor medida,
OXA-51 descritas en Acinetobacter spp. y sobre todo
la OXA-48 descrita en enterobacterias en paises del
entorno mediterraneo. La deteccion fenotipica de
OXA-48 es compleja ya que la hidrélisis de los
carbapenémicos es poco eficiente y practicamente
inexistente para las cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion. El perfil de sensibilidad que
confieren mantiene las caracteristicas generales de
las OXA al ser poco inhibida por el &cido clavulanico,
sulbactam o tazobactam. Por ello, en un
antibiograma habitual de K. pneumoniae o E. coli,
enterobacterias en las que mayoritariamente se ha
encontrado la OXA-48, se mostrarian resistentes a
las penicilinas y sus asociaciones con los inhibidores
de betalactamasas de clase A, serian sensibles a las
cefalosporinas y mostrarian pérdida de sensibilidad a
los carbapenémicos. Recientemente se ha
comunicado en E. coli, K. pneumoniae y E. cloacae
un nuevo enzima tipo OXA, OXA-181 que deriva de
OXA-48 pero que tendria un perfil hidrolitico mas
amplio que ésta.

En Acinetobacter spp. los aislados que presentan
OXA-23, OXA-24, OXA-58 u OXA-143 suelen
presentar en el antibiograma unos valores de CMI
elevados a los carbapenémicos pero cuando se
transfieren a E. coli el perfil es muy similar al que
confiere la OXA-48. Este hecho demuestra la posible
superposicion de otros mecanismos de resistencia
(alteracion de la permeabilidad, modificacion de
PBPs o expresion de otras betalactamasas) que
incrementan los valores de las CMI. También se
verificd, en ensayos espectrofotométricos, que la
hidrélisis de los carbapenémicos es débil y escasa o
nula para las cefalosporinas.

En P. aeruginosa las carbapenemasas de tipo OXA
tienen menos importancia que en el género
Acinetobacter. Se ha descrito OXA-40 y como
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curiosidad, se ha identificado el gen poxB en su
cromosoma con secuencia similar a OXA-50 pero
gue en condiciones normales parece no expresarse.
5.2. DETECCION FENOTIPICA DE
CARBAPENEMASAS

Para la deteccion fenotipica de las carbapenemasas
se debe tener en cuenta el perfil hidrolitico general
gue confiere cada una de sus clases y de manera
especifica cada una de las enzimas incluidas en
estas clases, la posible inhibicion por los diferentes
inhibidores de betalactamasas, la epidemiologia local
y la identidad del microorganismo en el que se
pretende detectar o inferir la produccién de estas
enzimas. En este Ultimo punto es esencial valorar la
posible presencia de otros mecanismos de
resistencia que puedan “enmascarar” el fenotipo que
confieren las cabapenemasas, entre ellos la
alteracion de la permeabilidad, la presencia de
bombas de expulsién, afectacion de las PBPs o
presencia simultanea de otras betalactamasas. En
este sentido, no es igual la expresion de una
carbapenemasa en P. aeruginosa o en A. baumannii
que en E. coli, K. pneumoniae o en una cepa de E.
cloacae. Cada una de estas especies tiene sus
peculiaridades fenotipicas naturales que deben ser
contempladas.

Asimismo, la expresion de las carbapenemasas no
es siempre homogénea y se producen fenémenos de
heterorresistencia. Este hecho se ha demostrado
claramente con las enterobacterias y las metalo-
betalactamasas que hace que los valores de CMI no
sean en ocasiones reproducibles y se sitien en un
amplio rango de concentraciones, incluso por debajo
del punto de corte de sensibilidad. No obstante,
estas CMI también pueden ser muy elevadas por la
superposicion con otros mecanismos de resistencia.

Desde un punto de vista practico y una vez
observado en el antibiograma la expresion de un
fenotipo compatible con la presencia de una
carbapenemasa, generalmente ilustrado por la
sensibilidad disminuida o0 resistencia a las
cefalosporinas de amplio espectro y a alguno de los
carbapenémicos, es importante verificar que existe
un mecanismo de inactivacion de los
carbapenémicos (figura 5). Se recomienda investigar
este hecho en las cepas en las que los valores de
CMI de los carbapenémicos se incrementan por
encima de los correspondientes puntos de corte
epidemiolégicos  (aquellos que separan las
poblaciones salvajes de aquellas que presentan
mecanismos de resistencia). EI método de
referencia, no siempre al alcance de todos los
laboratorios de microbiologia, seria el ensayo
espectrofotométrico, por lo que se han propuesto
métodos bioldgicos (bioensayos) sencillos que
permiten su deteccién. La prueba modificada de
Hodge, basada en la disefiada inicialmente por Gots
et al. en 1945 para detectar la produccion de
penicilinasa en S. aureus, fue recomendada por vez
primera por el CLSI en el afio 2009 como test
fenotipico de confirmacién. La descripcion técnica de

su desarrollo se incluye en el procedimiento PNT-
MRN-03 de este documento. Tiene una elevada
sensibilidad pero no sirve para la diferenciacién del
tipo de carbapenemasa. En el caso de K.
pneumoniae productora de KPC la sensibilidad es
superior al 90%. También se ha ensayado con otras
carbapenemasas, incluida la NDM-1, ofreciendo
igualmente resultados positivos. En el caso de las
carbapenemasas de tipo OXA, el test de Hodge es
menos Util que con las metalo-betalactamasas o las
KPC ya que la hidrélisis de los carbapenémicos es
mas débil.

A pesar de su sencillez, el test de Hodge modificado
tiene detractores por las discordancias observadas
con algunas cepas. Se han observado resultados
falsos negativos por la baja expresion de la
carbapenemasa, sobre todo con cepas con metalo-
betalactamasas y oxacilinasas. No obstante, los
falsos negativos pueden evitarse afiadiendo sulfato
de zinc al medio que incrementa la expresion del
enzima (en el caso de las metalo-betalactamasas).
También se han comunicado falsos positivos con
cepas productoras de CTX-M-15 y pérdida de
porinas y con las cepas hiperproductoras de AmpC.
Asimismo, se ha discutido cual es el carbapenémico
mas adecuado para el test de Hodge modificado,
recomendandose la utilizacibon de meropenem vy
ertapenem en detrimento del imipenem.

Ademas del test de Hodge modificado, se han
propuesto, aunque con mucho menos éxito, otras
pruebas basadas en el test de Masuda que consisten
en una difusion con discos utlizando un
microorganismo indicador sensible a
carbapenémicos (por ejemplo E. coli ATCC 25922).
Es necesario lisar la bacteria a estudiar y colocar el
extracto obtenido en un disco de papel que se sita
en el extremo del halo de inhibicion del antibidtico
indicador (en este caso un carbapenémico). Si la
bacteria produce carbapenemasa distorsionara el
halo de inhibicién del carbapenémico.

Para la deteccién de microorganismos productores
de carbapenemasas directamente de muestras
clinicas se ha propuesto la utilizacion de medios
cromogénicos, entre ellos los que se emplean para la
deteccion de BLEE y los que especificamente se han
disefiado para la deteccion de KPC. Los medios
cromogénicos para BLEE detectan la presencia de
microorganismos con carbapenemasas de las clases
A y B, pero no las cepas que tienen OXA-48. No
obstante tienen el inconveniente de ser poco
especificos dado que en ellos también crecen los
microorganismos productores de BLEE. Este hecho
ha de tenerse en cuenta en aquellas areas
geograficas en las que este tipo de enzimas es muy
prevalente ya que pueden enmascarar la presencia
de microorganismos con carbapenemasas. Los
medios cromogeénicos especificos para
carbapenemasas como el CHROMagar™ KPC
tienen una elevada sensibilidad y especificidad para
la deteccion de cepas con enzimas tipo VIM y KPC
directamente de muestras rectales, si bien no
discriminan el tipo de carbapenemasa.
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Figura 5. Patrones de resistencia esperados en A) cepa portadora de una metalo-betalactamasa tipo VIM (imagen
de Klebsiella pneumoniae portadora de VIM-1) y en B) cepa portadora de una carbapenemasa de clase A tipo
KPC (imagen de Klebsiella pneumoniae portadora de KPC-1).

A)

B)

5.3 DIFERENCIACION FENOTIPICA DE LAS
DIFERENTES CARBAPENEMASAS

Una vez confirmado que la cepa problema produce
una enzima que inactiva los carbapenémicos es
preciso diferenciar el tipo de carbapenemasa. Hay
qgue tener presente que algunas carbapenemasas
producen niveles bajos de resistencia. En

CMI (mg/L)  Valor

Ampicilina (AMP) >256 R
Ticarcilina >256 R
Piperacilina (PIPRA) 4->256 R
Piper/Tazo (PI+TZ) 4->256 R
Amox/clav (AMC) 32->64 R
Cefalotina (CEP) >128 R
Cefoxitina (CFO) 128->256 R
Cefuroxima (CXM) >256 R
Cefotaxima (CTX) 8->64 R
Ceftazidima (CAZ) 16->256 R
Cefepima (FEP) 0,06-32 SIR
Aztreonam (AZT) 0,12-2 S
Imipenem (IMI) 0,25-8 rR

CMI (mg/L)  Valor

Ampicilina (AMP) >256 R
Ticarcilina >256 R
Piperacilina (PIPRA) 16->256 /R
Piper/Tazo (PI+TZ) 16-128 rR
Amox/clav (AMC) 64-128 rR
Cefalotina (CEP) >256 R
Cefoxitina (CFO) 16->128 r'R
Cefuroxima (CXM) >256 R
Cefotaxima (CTX) 0,25-64 rR
Ceftazidima (CAZ) 0,5-32 S/rIR
Cefepima (FEP) 0,5->32 S/rIR
Aztreonam (AZT) 0,5->64 SIrIR
Imipenem (IMI) 1->32 rR

Enterobacteriaceae utilizando diferentes inhibidores
puede seguirse el esquema como el que se incluye
en la figura 6. En la tabla 7 se indican ejemplos de
fenotipos asociados con diferentes carbapenemasas
en E. coli.
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Figura 6. Identificacion fenotipica de Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas.

Enterobacteriaceae
CMI meropenem 20,5 mg/L
CMI ertapenem 20,5 mg/L

CMI imipenem = 2 mg/L

y

Test modificado de Hodge

s

No carbapenemasa

(+

)

Sinergia con &ac. boronico
pero no con cloxacilina

Sinergia con 4c. boronico
y con cloxacilina

Sinergia con EDTA
o con &c. dipicolinico

(+)

v

y

KPC u otra
carbapenemasa de
clase A

Posible presencia de
AmpC con pérdida de porinas
o de carbapenemasa de
clase A con AmpC

Metalo-betalactamasa

Tabla 7. Fenotipos asociados a la presencia de carbapenemasas (datos obtenidos en E. coli una vez transferido el
gen responsable por conjugacion o transformacién). La interpretacion se ha realizado segun los criterios de

EUCAST (version 1.3, 2011).

CMI (mg/L) (Interpretacion)

Antibidtico Clase A Clase B Clase D
Sme-1 KPC-1 GES-4 VIM-1 OXA-48
Ampicilina >128 (R) >128(R) >128(R) >128(R) >128(R)
Amox/clav 128 (R) >32(R)  >128(R) - >128 (R)
Ticarcilina >128 (R) - >128 (R) - >128 (R)
Piperacilina - - 64 (R) 128 (R) 64 (R)
Piper/tazob - 128 (R) 16 (1) - 64 (R)
Cefazolina® >128 - - - 8
Cefoxitina* 16 16 >128 128 4
Cefotaxima 0,25 (S) 16 (R) 1(S) 64 (R) 0,25 (S)
Ceftazidima 1(S) 8 (R) 64 (R) 128 (R) 0,12 (S)
Cefepima 0,12 (S) - 0,25 (S) 32 (R) 0,25 (S)
Aztreonam 64 (R) >64 (R) 2 () 0,25(S) 0,06 (S)
Imipenem 32 (R) 8 (R) 0,25 (S) 2(S) 2(S)
Meropenem 2 (S) 4 (1) 0,25 (S) 1(S) 0,25 (S)

“No existen criterios de interpretacion de EUCAST para estos antibiéticos

En el caso de las metalo-betalactamasas se
aprovecha que no hidrolizan el aztreonam (y por
tanto aparecen sensibles en el antibiograma) y la
posible sinergia entre los carbapenémicos y EDTA o
entre ceftazidima y EDTA para inferir su presencia
(ver procedimiento PNT-MRN-03). No obstante, con
frecuencia las cepas con metalo-betalactamasas
también producen BLEE siendo resistentes a este
antibiético. Se han diseflado pruebas de

aproximacion de discos, discos de carbapenémicos
combinados con EDTA vy tiras de Etest con un
carbapenémico y EDTA para identificar
fenotipicamente estas enzimas. En algunos casos se
afiade ademas fenantrolina o se sustituye EDTA por
compuestos tidlicos como el acido mercapto-
propiénico para mejorar la sensibilidad de la prueba.
También se ha ensayado el &cido dipicolinico con
buenos resultados.
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En el método de aproximacion de discos es
importante “acertar” con la distancia entre los discos
del carbapenémico y el inhibidor, sobre todo en las
cepas con baja expresion de la carbapenemasa en
las que los halos de inhibicibn son amplios. Por este
motivo existen métodos que incluyen directamente el
inhibidor en el mismo disco que el carbapenémico y
se compara el halo de inhibicidn resultante con el
que se produce con el carbapenémico solo. Este
mismo principio se utiliza con las tiras de Etest que
en un extremo contienen imipenem y en el otro
imipenem con EDTA. Por diferencia entre los valores
de CMI de imipenem sin y con inhibidor se puede
inferir la presencia de las carbapenemasas. La
sinergia con EDTA puede dar lugar a falsos
positivos, sobre todo en P. aerruginosa Yy
Acinetobacter spp., aunque puede evitarse
afiadiendo Zn** al medio de cultivo. Asimismo, los
sistemas expertos de determinados sistemas
automaticos son también (tiles para la deteccién de
la metalo-betalactamasas, incluida la NDM-1.

Las KPC se muestran resistentes al aztreonam y
no se inhiben por el EDTA pero si por el acido
boronico y discretamente por el &cido clavulanico. No
se recomienda utilizar acido clavulanico por su baja
sensibilidad. La utilizacién del &cido bordnico tiene
como inconveniente el ser también un buen inhibidor
de AmpC, circunstancia que dificulta la deteccién de
las KPC cuando estd presente esta enzima (por
ejemplo en E. cloacae). Se ha propuesto utilizar
simultdneamente una prueba de discos combinados
con cloxacilina para demostrar la presencia de estas
betalactamasas tipo AmpC (ver apartado 4.2). La
sinergia con &cido bordnico en las cepas productoras
de KPC se puede demostrar con los carbapenémicos
y también con cefalosporinas de amplio espectro,
preferentemente con cefepima. Se han disefado
pruebas que afiaden acido borénico directamente a
los discos y que utilizan 300 o 400 pg de este
compuesto, aunque también se ha propuesto una
concentraciéon de 600 pug y comparar los halos de
inhibicion con los del carbapenémico sin el acido
boronico (ver PNT-MRN-03). También se puede
observar esta sinergia con pruebas de aproximacion
de discos. Aunque se han propuesto diferentes
compuestos derivados del boronico, se prefiere el
acido fenil-borénico al 3'-amino-fenil-borénico por su
mayor capacidad inhibitoria. Asimismo, como
sustrato se recomienda preferentemente utilizar
meropenem o0 imipenem ya que con ertapenem
pueden observarse resultados falsos positivos
cuando el microorganismo estudiado produce AmpC,
incluidas las AmpC plasmidicas.

Para las carbapenemasas de tipo OXA no es
posible utilizar un método fenotipico como el
propuesto con las carbapenemasas de clase A o B
ya que no existen inhibidores especificos de enzimas
de clase D. Por este motivo, se recomienda
confirmar la presencia de estas enzimas por medio
de métodos moleculares.

Uno de los problemas a los que se enfrenta el
esquema propuesto de diferenciacién del tipo de

carbapenemasa utilizando diferentes inhibidores es
el creciente aumento de microorganismos que
producen mas de un tipo de betalactamasa, incluidas
las cepas productoras de metalo-betalactamasas y
carbapenemasas de clase A e incluso algunas
simultaneamente con BLEE (mayoritariamente CTX-
M o SHV) y AmpC plasmidicas (generalmente de tipo
CMY). Para las cepas de Enterobacteriaceae que
producen KPC vy VIM simultineamente se
recomienda utilizar en una misma placa una prueba
de discos combinados con los dos inhibidores en
discos independientes y en el mismo disco. Se ha
propuesto también una prueba similar para las cepas
con KPC que produzcan simultaneamente una BLEE
pero en este caso se utiliza acido borénico y acido
clavulanico por separado y simultaneamente en el
mismo disco indicador con cefalosporinas.

5.4. INFORMACION DE LOS RESULTADOS Y
RECOMENDACIONES TERAPEUTICAS

Con respecto a los antibidticos betalactamicos
existen controversias acerca de su utilizacién cuando
los valores de CMI (o halos de inhibicion) se
encuentran por debajo del punto de corte de
sensibilidad, circunstancia bastante habitual para los
carbapenémicos y las carbapenemasas de tipo VIM y
en menor medida para las KPC. El CLSI y EUCAST
recomiendan taxativamente informar la sensibilidad a
los carbapanémicos en funcién de los puntos de
corte de sensibilidad establecidos, algo inferiores en
el caso del CLSI, sin modificar la interpretacién. Esta
recomendacion esta fundamentada en las
modelizaciones de PK/PD y la experiencia clinica
recogida hasta la fecha. Asimismo, también se basa
en el propio concepto de lo que representa un punto
de corte; sirve para establecer categorias clinicas de
tratamiento y no estan encaminados a la deteccion
de mecanismos de resistencia. No obstante, los
nuevos puntos de corte de carbapenémicos, sobre
todo en Enterobacteriaceae, estan muy cercanos a
los puntos de corte de vigilancia epidemiolégica,
circunstancia que facilita la deteccion fenotipica de
las carbapenemasas (tabla 8). A pesar de ello, y
debido a que la informacién clinica es todavia muy
escasa, muy variable la expresion de las enzimas y
baja reproducibilidad en las pruebas de sensibilidad,
sobre todo con los métodos automaticos y muy
diferente la frecuencia de este tipo de
microorganismos segun areas geograficas, en
muchos laboratorios se siguen recomendaciones
locales o criterios interpretativos que trasforman la
categoria sensible de los carbapenémicos a
resistente cuando se identifica la presencia de una
carbapenemasa (como se hacia con las
cefalosporinas de amplio espectro y las cepas que
presentaban BLEE con anterioridad al cambio de los
puntos de corte).

En el caso de las metalo-betalactamasas y dado
gue no hidrolizan el aztreonam podria sugerirse este
antibiético como tratamiento de eleccion. Sin
embargo, en la practica no suelen ser sensibles
debido a la produccién simultanea de BLEE o
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betalactamasas plasmidicas de tipo AmpC, o en el
caso de Enterobacter spp. o P. aeruginosa a la
hiperproduccion de AmpC cromosomica.

Un caso particular lo constituirian las
carbapenemasas de tipo OXA, esencialmente OXA-
48, ya que presentan una ligera pérdida de
sensibilidad a los carbapenémicos (suficiente en
muchos casos para que se categoricen como
resistentes) pero que por su perfil hidrolitico
aparecen sensibles a las cefalosporinas de amplio
espectro, por lo que se deberian informar como
sensibles en espera de estudios clinicos que avalen
la modificacién de las interpretaciones.

Los microorganismos productores de
carbapenemasas suelen tener un perfil
multirresistente que incluye los aminoglucésidos, las
fluoroquinolonas y el cotrimoxazol, circunstancia que
restringe sus posibilidades terapéuticas. Este hecho
es debido a que en muchos de los casos, los
determinantes  genéticos que codifican las
carbapenemasas estan presentes en integrones,
siendo relativamente frecuente la presencia de

genes de resistencia a aminoglucésidos (codifican
enzimas modificantes de aminoglucésidos o
metilasas) o trimetroprin (codifican dihidrofolato
reductasas) y su inherente relacién con genes sul de
resistencia a sulfamidas. También presentar genes
de resistencia trasferibles (gnr, aac(6’)-1b-cr, gepA) o
mutaciones en las topoisomerasas que afectan a la
actividad de la quinolonas. Como opciones
alternativas se ha sugerido la tigecilina y la colistina,
aunque debe documentarse su sensibilidad con un
antibiograma ya que los  microorganismos
productores de carbapenemasas pueden ser
igualmente resistentes. En el caso de K. pneumoniae
la pérdida de sensibilidad a tigeciclina se produce
con mayor facilidad debido a problemas que afectan
a su entrada al interior de la bacteria. Se ha
recomendado también fosfomicina o nitrofurantoina,
sobre todo en el caso de las infecciones urinarias,
gue debe guiarse por el antibiograma y su
interpretacion  por los  puntos de corte
correspondientes

Tabla 8. Puntos de corte actuales para Enterobacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa del CLSI y EUCAST

Microorganismo Antimicrobiano

CLSI (2010)*

EUCAST (2011)?

S R S R ECOFF’
Enterobacteriaceae  Imipenem <1 24 <2 >8 <05/<1"
Meropenem <1 24 <2 >8 <0,125
Ertapenem <0.25 21 <05 >1 <0,06
Doripenem <1 24 <1 >4 <0,12
P. aeruginosa Imipenem <4 216 <4 >8 <4
Meropenem <4 216 <2 >8 <2
Ertapenem - - - - -
Doripenem - - <1 >4 <1

! Documento M100-S20-U, junio de 2010 (Enterobacteriaceae) y Documento M100-S20 (P. aeruginosa);
%version 1.3, enero 2011; punto de corte epidemiolégico; “E.coli / K. pneumoniae.

6. RESISTENCIA A QUINOLONAS

6.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA
RESISTENCIA A QUINOLONAS

Las quinolonas ejercen su accidon bloqueando las
topoisomerasas Il (ADN-girasa) y IV, enzimas
necesarias en los procesos de replicacion,
recombinacién y transcripcion del ADN. Ambas son
enzimas tetraméricas compuestas por dos
subunidades A y dos subunidades B, codificadas
respectivamente por los genes gyrA y gyrB en el
caso de la ADN-girasa, y parC y parE en el caso de
la topoisomerasa IV. Las topoisomerasas se acoplan
al ADN, provocan un corte en las dos hebras de ADN
gue posteriormente es reparado, quedando de nuevo
libres para una nueva reaccion. Las
fluoroquinolonas, se unen al ADN roto y a la
topoisomerasa formando un complejo ternario
quinolona-ADN-topoisomerasa de forma irreversible,
impidiendo que el proceso de transcripcion o
replicacion continue. Su accibn sobre las
topoisomerasas no explica por si sola su potente
accion bactericida, se acepta que ésta es debida a

procesos secundarios mal conocidos, entre los que
la activacion del sistema de reparacién SOS parece
jugar un papel importante.

Las quinolonas son junto a los betalactamicos los
antibiéticos de mayor uso, y las tasas de resistencia
a los mismos han aumentado mucho en los ultimos
afios en practicamente todo el mundo. Hasta hace
poco tiempo, los principales mecanismos de
resistencia conocidos a fluoroquinolonas se podian
resumir en dos: mutaciones en los genes de las
topoisomerasas y disminucion en la acumulacion del
antibiotico en el interior de la célula por la presencia
de bombas de expulsién activa o por disminucion de
la permeabilidad de la membrana externa (por
mutaciones que afectan a las porinas o por
alteraciones del lipopolisacarido).

Normalmente la resistencia  clinica  en
enterobacterias se alcanza por una acumulacion de
mutaciones en los genes de las topoisomerasas,
fundamentalmente gyrA y parC, que provocan
incrementos adicionales en las CMI de las
quinolonas. Estas mutaciones se concentran en una
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region denominada QRDR (quinolone-resistance-
determining-region), que codifica aminoacidos
préximos al sitio activo de ambas enzimas, donde un
residuo de tirosina se une de forma covalente a una
hebra rota de ADN. Ser83 y Asp87 en GyrA, y Ser79
y Asp83 en ParC son sitios de mutacién asociados a
resistencia  particularmente  frecuentes. Estas
mutaciones daran lugar a topoisomerasas con menor
afinidad por las quinolonas que se traducen en un
aumento de los valores de CMI de todos estos
compuestos. El nivel de resistencia es variable,
dependiendo de la diana afectada y del numero de
mutaciones acumuladas. En general, en las
enterobacterias, una U(nica mutacién en gyrA es
suficiente para provocar resistencia de alto nivel a
acido nalidixico (CMI >32 mg/L) y una disminucion
de la sensibilidad al resto de las fluoroquinolonas
que presentarian valores de CMI entre 0,125 y 1
mg/L (sensible segun puntos de corte del CLSI). Sin
embargo, mutaciones adicionales en gyrA y parC
aumentaran progresivamente esos valores de CMI,
aunque no de forma uniforme en todas las
fluoroquinolonas. Mucho menos frecuentes son las
mutaciones descritas en gyrB y parE.

Otros mecanismos de resistencia como la
hiperexpresion de bombas de expulsion activa o las
alteraciones de las porinas causan un nivel de
resistencia bajo, pero la resistencia puede
incrementarse si se asocia una mutacion en gyrA. Se
han descrito varios sistemas de expulsion activa, de
los que AcrAB-TolC en enterobacterias, MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-OprM
en P. aeruginosa son los mas conocidos.

Desde 1998 se empezaron a describir mecanismos
de resistencia de origen plasmidico, como la
proteccion de la diana por proteinas Qnr, la
modificacion de las quinolonas por la
acetiltransferasa AAC(6’)-lb-cr, o las bombas de
expulsién activa QepA y OgxAB. Las proteinas Qnr,
pertenecientes a la familia de los pentapéptidos
repetidos, se caracterizan por la presencia de
repeticiones en  tandem de una  serie
semiconservada de 5 aminodcidos [Ser, Thr, Ala o
Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser, Thr o Arg] [Gly].
Hasta la fecha se han descrito varios tipos de Qnr
codificados por genes de origen plasmidico: gnrA,
gnrB, gnrC, gnrD y gnrS. Su mecanismo de accion,
basado en la proteccion de la ADN-girasa y de la
topoisomerasa IV, se ha estudiado con mucho
detalle en cepas que poseen el gen gnrAl, y se
presume un modo de accién similar para el resto de
las proteinas Qnr. El nivel de resistencia que causa
Qnr es moderado, y no produce por si solo plena
resistencia segun los puntos de corte del CLSI para
enterobacterias (24 mg/L para ciprofloxacino). En
ensayos de conjugacion, los valores de CMI de
ciprofloxacino frente a transconjugantes con gnrAl
estan entre 0,125 y 2 mg/L, que representa un
aumento de 16 a 250 veces con respecto a la CMI
en el receptor, un aumento superior al observado en
la CMI de acido nalidixico. El punto de corte que el
CLSI establece para el acido nalidixico en

enterobacterias (resistente 232 mg/L) esta muy
préximo a las CMI que presentan los aislados de E.
coli con “fenotipo salvaje” o sin mecanismos de
resistencia adquiridos (1-8 mg/L), en contraste con lo
establecido para las fluoroquinolonas como
ciprofloxacino (R = 4 mg/L), muy distante de lo que
habitualmente se encuentra en los aislados
“salvajes” (0,004-0,032 mg/L en E. coli). Por ello,
aunque las proteinas Qnr pueden provocar
resistencia al &cido nalidixico y no a fluoroquinolonas
segun los criterios del CLSI, el aumento relativo de
CMI que se observa es mucho mayor en las
fluoroquinolonas.

Ademéas, se han detectado diferentes genes
homélogos a los gnr en el cromosoma de diferentes
bacterias tanto grampositivas como gramnegativas
(Shewanella algae, Stenotrophomonas maltophilia,
diferentes especies del género Vibrio y otras
bacterias ambientales), lo que sugiere que los genes
gnr circulantes en elementos genéticos moviles se
han originado desde estas bacterias ambientales, tal
vez por la presion que ha ejercido el uso masivo de
las quinolonas.

En 2005 se demostré la modificacién enzimatica de
algunas quinolonas mediante una acetiltransferasa
codificada por un gen plasmidico variante del gen
aac(6")-lb (responsable de resistencia a kanamicina,
tobramicina y amikacina) que se denomind aac(6’)-
Ib-cr (de ciprofloxacin resistance). Esta
acetiltransferasa aumenta en 3-4 veces las CMI de
algunas quinolonas como ciprofloxaciono vy
norfloxacino.

En 2002 se describe el sistema de expulsion activa
de codificacién plasmidica QepA (quinolone-efflux-
pump). Causa un aumento moderado en el nivel de
resistencia a norfloxacino y ciprofloxacino, y no
afecta de forma significativa al acido nalidixico ni al
resto de fluoroquinolonas. En transconjugantes de E.
coli se oberva un aumento de las CMI de &cido
nalidixico, ciprofloxacino y norfloxacino en 2, 32 y 64
veces respectivamente.

Se ha descrito otra bomba de expulsion activa,
OgxAB, en enterobacterias aisladas en animales de
granja, fundamentalmente cerdos, y se caracteriza
por conferir resistencia de alto nivel a olaquindox
(usado como promotor de crecimiento en animales) y
un aumento muy moderado de las CMI de acido
nalidixico y ciprofloxacino (8-16 veces). Solo
recientemente se ha descrito el gen plasmidico
0gxAB en un aislado humano de E. coli en Corea,
pero también se detecta en el cromosoma de K.
pneumoniae con diferentes niveles de expresiéon que
se correlacionan con los niveles de resistencia a
olaquindox y cuya funcion bioldgica se desconoce.

Las proteinas Qnr y la acetiltransferasa se han
identificado en practicamente todos los paises en los
gue se han buscado (con frecuencias desde menos
del 1% hasta el 40% de las cepas estudiadas), con
variaciones en el predominio de los distintos genes
en funcién de la zona geografica, el microorganismo
y el fenotipo de resistencia considerado como criterio
de busqueda. Varios estudios han demostrado

21



diferencias en los valores de CMI de quinolonas en
las cepas portadoras de genes de resistencia
plasmidicos, y puede deberse a la existencia de
mecanismos adicionales de resistencia, variacion del
namero de copias del gen o diferencias en el nivel de
transcripcion.

Aunque la resistencia a quinolonas mediada por
genes plasmidicos es de bajo nivel, se ha observado
(tanto in vitro como in vivo) que facilitan la seleccion
de mecanismos adicionales de resistencia, que
contribuiran a un mayor nivel de resistencia. En un
ensayo se comprobo que la expresion adicional del
gen gnrA en una cepa deficiente en porinas lleva a
un aumento de las CMI de ciprofloxacino,
levofloxacino y moxifloxacino de 8 a 32 veces,
pasando las CMI de estas quinolonas de 0,25-0,5 a
4-8 mg/L. Los genes plasmidicos permiten a la
bacteria con bajo nivel de resistencia sobrevivir y
emerger durante el tratamiento con fluoroquinolonas.
Se ha demostrado que en cepas con Qnr aumenta la
concentracién preventiva de mutantes (CPM), es
decir, la concentracién de antibidtico a la cual se
previene la aparicion de mutantes resistentes al
mismo.

En el caso de algunas especies como A.
baumannii o P. aeruginosa, presentan un nivel basal
de resistencia natural superior al de las
enterobacterias por una menor permeabilidad de la
membrana o0 por una mayor importancia de las
bombas de expulsion, por ello un nGmero menor de
mutaciones en las topoisomerasas puede causar
resistencia a fluoroquinolonas. Es conocido el
especial riesgo en P. aeruginosa de selecciéon de
mutantes  resistentes tras tratamiento  con
fluoroquinolonas.

La resistencia a quinolonas en S. maltophilia
presenta caracteristicas particulares,
fundamentalmente en el hecho de que las
mutaciones en los genes de las topoisomerasas no
parecen jugar un papel importante. Mayor relevancia
tienen las bombas de expulsibn activa o la
disminucion de la permeabilidad en la resistencia a
estos agentes. También se ha descrito un gen gnr
cromos6mico denominado Smgnr. Todo ello puede
explicar un fenotipo inusual en gramnegativos pero
frecuente en S. maltophilia, consistente en
sensibilidad a &cido nalidixico y resistencia a

ciprofloxacino, lo que no implica resistencia al resto
de las fluoroquinolonas.

6.2. DETECCION  FENOTIPICA DE LA
RESISTENCIA A QUINOLONAS

Como se ha comentado previamente, los
mecanismos cromosémicos de resistencia van
apareciendo secuencialmente, y el wuso de
quinolonas es por tanto uno de los factores mas
importantes en la seleccion de aislados de E. coli
con resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas. En
cuanto a la deteccion de determinantes plasmidicos
de resistencia, cada vez mas importantes, no existen
marcadores fenotipicos claros para reconocerlos, ya
gue pueden estar presentes tanto en cepas
sensibles como resistentes, y su deteccion debe
hacerse por métodos moleculares, no siempre
accesibles. En los ultimos afios se ha observado que
algunas enterobacterias presentan sensibilidad
disminuida a las fluoroquinolonas siendo sensibles a
acido nalidixico, situacion que en muchos casos se
ha relacionado con la presencia de genes
plasmidicos de resistencia a quinolonas. Se hace
necesario implementar las estrategias de deteccion
en aislados con bajo nivel de resistencia (pero
sensibles segun los puntos de corte vigentes), con
gran riesgo de selecciébn de nivel mas alto de
resistencia. En este sentido, es importante que los
paneles de antibiograma comerciales para los
sistemas automaticos tengan suficientes pocillos con
bajas concentraciones de quinolonas, con el fin de
detectar pequefios niveles de resistencia, y alertar en
este caso de un posible fracaso terapéutico aunque
las CMI estén dentro de la categoria de sensible
seguln los puntos de corte clinicos vigentes.

Los resultados de sensibilidad al acido nalidixico y
ciprofloxacino son suficientes para el estudio de
mecanismos de resistencias a quinolonas en
enterobacterias, Haemophilus spp. y Neisseria spp.
En el caso de la microdilucién, concentracciones de
4, 8, 16 y 32 mg/L de acido nalidixico y 0,12, 0,25,
0,5, 1, 2, 4 y 8 mg/L de ciprofloxacino son adecuadas
para este proposito. Las tiras de Etest son una
herramienta idonea por su amplia escala de
concentraciones de antibidtico, aunque el método de
difusién con discos es una alternativa barata y valida
para su uso en la rutina diaria (figura 7).
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Figura 7. Diferentes patrones de sensibilidad esperados segun el mecanismo de resistencia.

E. coli “salvaje” sin mutaciones en las
topoisomerasas

E. coli con una mutacién en gyrA

E. coli con una mutacion en gyrA y parC

E. coli con gnrA sin mutaciones en los genes de
las topoisomerasas.

E. cloacae con gnrS sin mutaciones en las
topoisomerasas, posiblemente asociado a
disminucién de la acumulacién intracelular del
antimicrobiano.

P. aeruginosa “salvaje” sin mutaciones en las
topoisomerasas, y con expresion basal de las
bombas de expulsion activa. En P. aeruginosa y
bacilos gramnegativos no fermentadores en
general, no es util el acido nalidixico por la
resistencia intrinseca a este compuesto.

En la imagen se incluye ofloxacino (OFX).

P. aeruginosa con hiperexpresién de bomba de
expulsion activa Mex EF-OprN
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6.3. INFORMACION DE LOS RESULTADOS Y
RECOMENDACIONES TERAPEUTICAS

Resistencia de alto nivel al &cido nalidixico y
sensibilidad a ciprofloxacino. Presumiblemente
presentan ya una mutacién en gyrA, por lo que es
importante informar el riesgo de seleccionar
mutantes con resistencia a fluoroquinolonas tras
tratamiento con las mismas en este tipo de cepas.
No obstante, debe tenerse en cuenta también el tipo
de infeccién, asi en infecciones urinarias parece
poco probable el fracaso terapéutico debido a que
estos antimicrobianos alcanzan altas
concentraciones en la orina. EI CLSI solo alerta del
fracaso del tratamiento con fluoroquinolonas en caso
de infecciones extraintestinales por S. enterica.
Asimismo EUCAST en su documento “Expert rules in
antimicrobial susceptibility testing” (version 1, Abril
2008), recomienda informar como resistentes a todas
las fluroquinolonas los aislados de salmonela
resistentes al acido nalidixico, pero muchos autores
opinan que esta regla debe extenderse al resto de
enterobacterias, o al menos interpretarse como
“intermedio” sobre todo en situaciones en las que por
el lugar de la infeccion no accedan bien las
fluoroquinolonas. Una modificacion de los puntos de
corte de las fluroquinolonas con disminucion de los
mismos evitaria la necesidad de aplicar este tipo de
reglas.

Resistencia a 4cido nalidixico de alto nivel (CMI >32
ma/L) vy sensibilidad intermedia o0 resistencia a
ciprofloxacino (CMI >1 mg/L). Muy probablemente
son aislados con al menos 2 mutaciones en gyrA o
gyrA+parC. Ello implica resistencia a todas las
fluoroquinolonas, independientemente de su posible
sensibilidad in vitro a alguna de ellas. La resistencia
a una fluoroquinolona invariablemente conlleva una
sensibilidad  disminuida al resto de las
fluoroquinolonas. No obstante, si se observa una
gran divergencia en los valores de CMI de las
diferentes fluoroquinolonas, el resultado debe
comprobarse ya que puede tratarse de un error.
Sensibilidad disminuida al acido nalidixico (CMI 16-
32 mg/L) y ciprofloxacino (CMI 0,25-1 mg/L). Este
fenotipo sugiere con alta probabilidad la presencia de
genes qgnr y/o de otros genes plasmidicos, sin
alteraciones adicionales en las topoisomerasas. Este
fenotipo también es compatible (aunque poco
frecuente en cepas clinicas) con una disminucion de
la acumulacién intracelular del antibidtico por
disminucién de la permeabilidad de la membrana
externa o por hiperactividad de las bombas de
expulsién. No hay consenso al respecto, pero debido
al riesgo de seleccién de mutantes con alto nivel de
resistencia, algunos autores han propuesto
informarlos como cepas con sensibilidad intermedia
a quinolonas. Diversos estudios indican que valores
del area bajo la curva (AUC/CMI) mayores de 25-30
para pacientes inmunocompetentes o de 100-125
para pacientes inmunodeprimidos, y una relacién
pico sérico/CMI mayor de 8, son buenos predictores
de una respuesta favorable al tratamiento con
quinolonas. Por ello, pequefios aumentos de la CMI

de una quinolona tendran un impacto desfavorable
en la eficacia terapéutica. En un estudio
retrospectivo con 16 pacientes con bacteriemia
causada por enterobacterias sensibles a quinolonas
(de acuerdo a los puntos de corte del CLSI) y
tratados con ciprofloxacino, se observd una
mortalidad a los 21 dias del 50%. Cuatro de de las
ocho bacterias aisladas de los pacientes que
fallecieron poseian el gen gnrB, y sus CMI de
ciprofloxacino fueron de 0,5-1 mg/L.

7. RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS

El principal mecanismo de resistencia a los
aminoglucésidos es la inactivacion enzimatica,
habiéndose descrito tres tipos de enzimas
inactivantes: las acetiltransferasas (AAC) que
acetilan un grupo amino del antibidtico, las
fosfotransferasas (APH) que fosforilan un grupo
hidroxilo y, finalmente las nucleotidiltransferasas
(ANT) que adenilan también un grupo hidroxilo. Cada
enzima reconoce un cierto ndmero de antibiéticos
aminoglucésidos, lo cual se traduce en un fenotipo
de resistencia concreto.

Ademas, una bacteria puede disminuir su
sensibilidad a aminoglucésidos mediante mutaciones
que afectan la difusiébn pasiva a través de la
membrana externa, porinas o0 estructura del
polisacarido. Las cepas con estas alteraciones
conllevan a la vez una resistencia cruzada con otras
familias de antimicrobianos y tienen poca relevancia
clinica. Las mutaciones que afectan el transporte
activo a través de la membrana interna se han
descrito principalmente en E. coli y P. aeruginosa, y
comportan una resistencia de bajo nivel que afecta a
todos los aminoglucésidos. Las mutaciones en la
diana de los aminoglucésidos son poco frecuentes
en cepas aisladas en clinica, y son muy especificas
para cada aminoglucésido, lo cual no produce un
fenotipo de resistencia cruzada.

Desde el 2003 se han descrito distintos genes
como responsables de la metilacion
postranscripcional del ARN ribosémico (armA, rmt o
npmA) y de momento con una prevalencia moderada
y geograficamente dependiente. En este caso la
resistencia observada suele ser de alto nivel a todos
los aminoglucésidos excepto a neomicina.

Si bien es importante el conocimiento de los
distintos fenotipos para la lectura interpretada del
antibiograma, la deduccion del posible
mecanismo/gen de resistencia implicado a partir de
los patrones de resistencia observados es muy
compleja y ademas se debe tener en cuenta que
frecuentemente se encuentran varias enzimas
diferentes y/o otros mecanismos de resistencia
asociados.

La mayoria de las especies de enterobacterias,
son naturalmente sensibles a los aminoglucésidos,
con las excepciones de Providencia spp. y S.
marcescens en cuyo cromosoma se encuentran los
genes aac(2’)-la y aac(6’)-lc, respectivamente. La
enzima AAC(2) confiere resistencia a gentamicina,
tobramicina, netilmicina y neomicina, mientras que la
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enzima AAC(6’) confiere solo una leve resistencia a
tobramicina, observandose en el antibiograma por
difusiébn con discos halos de inhibicion mas
reducidos que para el resto de enterobacterias, halos
que corresponden a CMI para este antibitico de
entre 1 y 4 mg/l. Esta disminucién de la sensibilidad
a tobramicina se interpreta como que S. marcescens
es resistente a dicho antibiético. Mutaciones en este
gen causan una hiperproduccion de la enzima que
confiere una resistencia de alto nivel a tobramicina,
kanamicina y netilmicina y moderada a amikacina.

Los aminoglucésidos son una alternativa
importante en el tratamiento de las infecciones
sistémicas y se utilizan en combinacion con
betalactamicos o glicopéptidos para conseguir una
actividad bactericida. El nivel de resistencia a
aminoglucésidos parece no haber cambiado en las
Ultimas décadas. En 1997, en el programa de
vigilancia SENTRY realizado en Estados Unidos,
Canada, América del Sur y Europa se encontré que
la mayoria de las bacterias gramnegativas eran
sensibles a los aminoglucésidos, encontrandose
unos porcentajes de sensibilidad entre 96% y 100%
para amikacina, 90% y 96% para gentamicina, y
entre 94 y 97% para tobramicina. Porcentajes
similares se describieron dos afos después en el
estudio de vigilancia europeo SENTRY realizado
solo en Enterobacteriaceae: 99,6-97% para
amikacina, 98-87% para gentamicina y 97,5-84,7%
para tobramicina. En un estudio reciente realizado en
Enterobacteriaceae en Barcelona en el afio 2006 se
encontraron porcentajes de sensibilidad algo
menores, con porcentajes entre 72,5% y 83,3% para
kanamicina, gentamicina y tobramicina, y algo
mayores para netilmicina (96,3%) y amikacina
(98,4%).

Para la deteccion de los distintos fenotipos de
resistencia adquiridos es importante una correcta
eleccién de los aminoglucésidos en estudio. Puede
hacerse un antibiograma completo, por ejemplo para
el estudio epidemiolégico de los genes de resistencia
de las cepas, o bien un antibiograma reducido donde
solo se incluyan los aminoglucésidos de uso en
terapéutica. Para el antibiograma completo se
recomienda el estudio de la amikacina,
estreptomicina, gentamicina, kanamicina, neomicina,
netilmicina y tobramicina. El estudio de la
estreptomicina puede ser optativo, dado su reducido
uso en clinica, sin embargo, en un estudio
epidemiolégico es el Unico marcador de la presencia
de las enzimas APH (3")-1 y ANT (3")-l. En cambio
para el antibiograma corto es suficiente el estudio de
la amikacina, gentamicina y tobramicina.

En la tabla 9 y la figura 8, se muestran los patrones
de resistencia esperados ante la presencia de una
Unica enzima inactivante de aminoglucésidos. Estos
patrones se pueden desdibujar ante la presencia de
otras enzimas y/o otros mecanismos tal como se ha
comentado. Ademas, para interpretar el patrén de
sensibilidad a los aminoglucésidos se debe estar
alerta ante situaciones donde puede haber una débil

expresion de la enzima. En este contexto debe
tenerse en cuenta que:

a) Ante una cepa sensible a amikacina, pero con
sensibilidad intermedia o resistente a tobramicina y/o
netiimicina y sensible a gentamicina deberia
interpretarse sensibilidad intermedia a amikacina, ya
gue puede tratarse de la produccién de la enzima
AAC(6").

b) Cuando se observa una disminucion del halo de
inhibicion solo de la gentamicina (comprendido entre
16 y 19 mm), debe considerarse sensibilidad
intermedia a gentamicina por produccion de la
enzima AAC(3)-1.

c) Si la gentamicina es resistente o presenta un halo
de inhibicion reducido y en la tobramicina también se
observa reduccién del halo de inhibicién (16-19 mm),
debe interpretarse como sensibilidad intermedia a la
tobramicina pues puede estar presente la enzima
ANT(2").

d) Debe interpretarse como sensibilidad intermedia a
la netilmicina cuando haya una reduccion del
diametro de inhibicion (comprendido entre 19 y 22
mm), si también aparecen reducidos los halos de la
gentamicina y la tobramicina, pues puede estar
presente la enzima AAC(3)-1l o AAC(3)-IV.

8. RESISTENCIA A BETALACTAMICOS EN
Haemophilus influenzae

8.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS Y
CARACTERISTICAS GENERALES

Haemophilus influenzae es uno de los patégenos de
adquisiciébn comunitaria mas importantes en todo el
mundo. La meningitis y bacteriemia por cepas
capsuladas de tipo b son importantes en areas
donde no se ha implantado la vacunacion frente a
este tipo de cepas, mientras que las cepas no
tipables son uno de los principales agentes
bacterianos de infecciones respiratorias como otitis
media, sinusitis, agudizaciones de EPOC vy
neumonias.

En ausencia de mecanismos de resistencia
adquiridos es naturalmente sensible a numerosos
grupos de antimicrobianos como betalactamicos,
aminoglucésidos, cloranfenicol, tetraciclinas
rifampicina, quinolonas y trimetoprim. En cambio,
presenta resistencia intrinseca a lincosamidas,
macrolidos de 16 atomos de carbono y sensibilidad
disminuida a cefalosporinas de primera generacion,
macrélidos de 14 y 15 atomos de carbono, cetélidos
y estreptograminas. Clasicamente los betalactamicos
son el tratamiento de primera linea de las infecciones
causadas por este microorganismo.
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Tabla 9. Fenotipos de resistencia a los aminoglucdsidos por produccion de una sola enzima inactivante.

Fenotipo Enzima Comentrarios

Str APH(3")-1 Resistencia a estreptomicina. La utilizacion de un disco de
espectinomicina, discrimina entre la APH(3") y la ANT(3")
pues esta Ultima confiere resistencia a estreptomicina y

Str/Spc ANT(3™)-I espectinomicina.
K Neo APH(3")-I Resistencia de alto nivel a kanamicina y neomicina. La
APH(3)-II enzima de tipo | es mas frecuente que la Il.
G AAC(3)-I Reduccién del diametro del halo de inhibicion de Ila
gentamicina, a veces de dificil visualizacion
KGT ANT(2")-I Reduccién del diametro del halo de inhibicibn de Ia
kanamicina, gentamicina y en menor grado de la tobramicina.
KTGNt AAC(3)-1l Resistencia de alto nivel a gentamicina y tobramicina,
AAC(3)-IV disminucién importante del halo de la netilmicina y moderada

para la kanamicina.

KTANt AAC(6')-I Resistencia de alto nivel a kanamicina, tobramicina, y
netilmicina y moderada para la amikacina. Es un fenotipo facil
de diferenciar pues son cepas sensibles a gentamicina.
Presente en Serratia.

GTNtNeo  AAC(2)-I Resistencia moderada a gentamicina, tobramicina, netilmicina
y neomicina. Dificil de detectar. En el género Providencia es
una resistencia natural de localizacién cromosémica.

A, amikacina; G, gentamicina; K, kanamicina; Neo, neomicina; Nt, netilmicina; Str, estreptomicina;
Spc, espectinomicina; T, tobramicina.

Figura 8. Patrones de resistencia esperados en cepas de Escherichia coli portadoras de diferentes enzimas
modificadores de aminoglucésidos.

AAC(6')-Ib

A, amikacina; G, gentamicina; K, kanamicina;
Neo, neomicina; Nt, netilmicina; Str,
estreptomicina;

Spc, espectinomicina; T, tobramicina.
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Dos mecanismos principales son la causa de la
resistencia a las penicilinas: hidrélisis enzimatica del
antibiético por betalactamasas plasmidicas, vy
alteraciones en la proteina PBP3 por mutaciones en
el gen ftsl. Las betalactamasas son el mecanismo
mas comun, son mayoritariamente de tipo TEM-1, y
més raramente TEM-2 o ROB-1. Estas enzimas
confieren un perfil de sensibilidad similar, con
resistencia de alto nivel a amino-, carboxi- y ureido-
penicilinas, y son eficazmente inhibidas por
inhibidores de betalactamasas como el acido
clavulanico (fenotipo BLPAR). Sin embargo, puede
haber variaciones en los niveles de resistencia en
funcion del promotor asociado al gen TEM-1, estos
promotores pueden tener diferentes afinidades por la
ARN polimerasa, dando lugar a una mayor o menor
producciéon de enzima que podria incluso afectar a
amoxicilina-acido clavulanico y cefalosporinas de
segunda generacion.

El fenotipo del mecanismo de resistencia debido a
sustituciones de aminoéacidos en la PBP3 se conoce
como “betalactamasa negativa ampicilina resistente
(BLNAR)", y se caracteriza por bajos niveles de
resistencia a los betalactamicos y a sus
combinaciones con inhibidores de betalactamasas.
Mientras que la resistencia debida a la produccién de
betalactamasa estd asociada a altas CMI de
ampicilina y amoxicilina (= 4 mg/L), la resistencia por
alteraciones en la PBP3 se asocia mayoritariamente
a cepas con bajas CMI de ampicilina y amoxicilina
(£2 mg/L). En la mayor parte de las cepas BLNAR
estudiadas en Espafia las CMI de ampicilina son de
1 mg/L, las de amoxicilina son de 2-4 mg/L y de 2/1
mg/L para amoxicilina-acido clavulanico. A partir del
andlisis genético del gen ftsl que codifica la PBP3 en
las cepas BLNAR, las sustituciones de aminoacidos
en torno al motivo KTG (Lys512-Thr-Gly) y SSN
(Ser379-Ser-Asn) parecen ser responsables de la
resistencia a betalactdmicos. Diferentes grupos de
investigadores analizaron la posible correlacion de
las mutaciones con los niveles de resistencia a los
diferentes betalactamicos, y en general coinciden en
que las sustituciones de aminoacidos como
Asnsyslys (N526K) o ArgsizHis (R517H), cerca del
motivo KTG, se encuentran cominmente en los
aislados con resistencia moderada a cefotaxima
(CMI 0,03 a 0,25 mg/L), y sustituciones adicionales
de amino&cidos cerca del motivo SSN, como
Metzz7lle (M3771), SersgsThr (S385T) y/o LeusggPhe
(L389F), se encontraron con frecuencia en los
aislados con mayores niveles de resistencia a
cefotaxima dando lugar a valores de CMI de
cefotaxima de hasta 60 veces superiores (tabla 10).

Aunque el impacto clinico de las alteraciones en la
PBP3 (resistencia clinica) se da fundamentalmente
sobre las penicilinas y cefalosporinas de primera y
segunda generacién orales, se demuestra un
aumento mucho mayor en los valores de CMI para

las cefalosporinas de tercera generacion como
cefotaxima y cefixima. Este hecho puede explicarse
por la mayor afinidad de cefotaxima y otras
cefalosporinas por la PBP3, mientras que la
ampicilina muestra mas afinidad por las PBP1l y
PBP4. Por ello se cree que la elevada tasa de cepas
BLNAR en paises como Japén sea debida a la
presién selectiva de un mayor uso de cefalosporinas.
En Estados Unidos y Europa, con tasas de cepas
BLNAR mucho menores, amoxicilina-acido
clavulanico es el principal antibiético usado para el
tratamiento de infecciones respiratorias comunitarias,
a diferencia de Japén, donde las cefalosporinas
orales como cefdinir y cefditoren son ampliamente
usadas, sobre todo con bajas dosis sin suficiente
actividad bactericida que favorece la seleccion de
mutantes resistentes.

También se pueden observar altos niveles de
resistencia a ampicilina (CMI de 8-16 mg/L) en cepas
BLNAR, en las cuales se suele evidenciar un
mecanismo de resistencia adicional, como es la
hiperexpresion de la bomba de expulsion activa
AcrAB por mutaciones en el gen regulador de la
bomba.

Por ultimo, cada vez son mas frecuentes las cepas
BLPACR (betalactamasa positiva amoxicilina-acido
clavulanico resistente) que producen betalactamasa
y poseen alteraciones en la PBP3 y se caracterizan
por altos niveles de resistencia a ampicilina vy
amoxicilina junto a disminucién de la sensibilidad a
amoxicilina-acido clavulanico. No se detectan
diferencias en los valores de CMI para las
cefalosporinas de tercera generacion entre las cepas
BLNAR y las cepas BLPACR, por el efecto nulo de
las betalactamasas tipo TEM-1 sobre esos
antimicrobianos.

A pesar de la prevalencia de la betalactamasa
TEM-1 en H. influenzae, no se han informado cepas
clinicas productoras de BLEE derivadas de TEM,
aunque algunos autores sugieren que podrian pasar
desapercibidas por los bajos valores de CMI para
cefotaxima que se obtendrian con estas cepas segun
experimentos con cepas artificialmente
transformadas con genes TEM-BLEE. Los puntos de
corte de EUCAST (cefotaxima < 0,125 mg/L) serian
suficientes para detectar este tipo de cepas a
diferencia de los puntos de corte del CLSI (< 2 mg/L).
En cambio con cepas con alteraciones en la PBP3
(BLNAR y BLPACR) transformadas con genes TEM-
BLEE si se obtienen altos valores de CMI (2-8 mg/L)
gue superan los puntos de corte de sensibilidad del
CLSI. En cualquier caso, el método de deteccion de
BLEE con discos combinados se ha mostrado eficaz
tanto en cepas con alteraciones en la PBP3 o sin
ellas. Asimismo, tampoco se ha informado de la
presencia de betalactamasas TEM resistentes a los
inhibidores (IRTs) en cepas clinicas.
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Tabla 10. CMI de betalactamicos frente a cepas de Haemophilus spp. segun el mecanismo de resistencia.

CMI (mg/L) de:

Fenotipo Ampicilina  Amox/clav  Cefaclor Cefuroxima Cefixima Cefotaxima
Sensible (BLNAS) 0,06-0,5 0,25-1 1-4 0,06-1 0,015-0,06  0,008-0,03
BLPAR 2-64 0,25-2 1-8 0,25-2 0,015-0,12  0,008-0,03
BLNAR

motivo KTG 0.5-4 1-4 2-16 0,5-16 0,015-0,25 0,015-0,25

motivo SSN 1-4 1-4 4-64 2-16 0.5-4 0,25-4
BLPACR 2-64 1-4 4-16 1-4 0,03-0,25 0,12
BLNAR + AcrAB 4-16 ND ND ND ND ND

En un estudio con 2736 cepas de H. influenzae
recogidas en Espafia durante el periodo 2006-2007
(estudio SAUCE-4), se detectd la produccion de
betalactamasa en un 15,7 %, y sé6lo 18 cepas (0,7%)
se definieron como BLNAR (betalactamasa negativa,
ampicilina = 2 mg/L). Sin embargo, cuando se
estudiaron las cepas que presentaban CMI de
ampicilina de 0,5-1 mg/L, y de = 2/1 mg/L para
amoxicilina-acido clavulanico, todas ellas (134 cepas,
4,9%) presentaban mutaciones en el gen ftsl, y son
lo que se denominan en la literatura como cepas
“low-BLNAR”. Por (ltimo, 7 aislados fueron
productores de betalactamasa y resistentes a
amoxicilina-acido clavulanico (BLPACR).

8.2. DETECCION FENOTIPICA DE LA
RESISTENCIA

Para el crecimiento y estudio de sensibilidad de H.
influenzae, se requieren medios con suplementos de
NAD vy hierro en forma de hemoglobina, hematina o
hemina. Se han propuesto diferentes medios para
los estudios de sensibilidad por los diversos comités
de estandarizacién de antibiogramas y es deseable
un consenso al respecto para obtener resultados
comparables. Entre ellos, el CLSI recomienda el
medio HTM (Mueller-Hinton con 15 mg/L de
hematina bovina, 5 g/L de extracto de levadura y 15
mg/L de NAD), y el EUCAST el Agar MH-F (Mueller-
Hinton con 5% de sangre de caballo desfibrinada y
20 mg/L B-NAD). Pero mas alla de esas pequeias
diferencias, es mas importante la calidad del medio
utilizado, que es especialmente critico para H.
influenzae, y se observan importantes diferencias
entre los diferentes fabricantes e incluso entre los
diferentes lotes. Es esencial una correcta
preparacion del medio asi como respetar la duracion
y las condiciones de conservacion, y es muy
recomendable verificar la calidad del medio con una
cepa de H. influenzae nutricionalmente exigente
como la cepa ATCC 10211. Ademas, se conoce que
un pequefio porcentaje de cepas no crecen en el

medio HTM, y es habitual realizar el antibiograma en
agar chocolate enriquecido como medio alternativo.
Por desgracia, no hay consenso en los puntos de
corte de sensibilidad entre los diferentes comités de
estandarizacion. Como se observa en la tabla 11,
hay grandes diferencias entre los puntos de corte de
CLSI y EUCAST para amoxicilina-acido clavulanico y
las cefalosporinas. La deteccion cada vez mas
frecuente de cepas BLNAR mediante técnicas
moleculares de PCR y secuenciacion del gen ftsl, ha
demostrado la insuficiencia de los puntos de corte
del CLSI para detectar este tipo de cepas. EUCAST,
ademas de los cortes clinicos de sensibilidad, aporta
puntos de corte epidemiolégicos que podrian ser
mas eficaces a la hora de detectar cepas con bajos
niveles de resistencia. El punto de corte para
ampicilina propuesto tanto por CLSI como EUCAST
(= 1 mg/L) no es utl ya que clasificaria como
sensibles a numerosas cepas BLNAR que presentan
valores bajos de CMI para ampicilina (low-BLNAR),
gue son mayoritarias en Espafa.

Numerosos autores han propuesto diferentes puntos
de corte para detectar las cepas BLNAR, aunque la
mayoria se inclina por valores de CMI = 1 mg/L para
amoxicilina o ampicilina, mientras que valores < 0,25
mg/L  descartarian cualquier mecanismo de
resistencia. Valores de CMI 0,5 mg/L para
amoxicilina o ampicilina no definen con claridad el
estado de resistencia de la cepa. Segun Garcia-
Cobos et al, si se utiliza el método de microdilucion,
valores de CMI de 0,5 mg/L para amoxicilina
corresponderian a cepas sin mutaciones en el gen
fitsl, mientras que la mayoria de las cepas con CMI
de 0,5 mg/L para ampicilina (por Etest o
microdilucion) son BLNAR. Ademas, valores de CMI
> 0,5 mg/L o didmetros de inhibicion < 29 mm para
cefixima son muy indicativos de cepas BLNAR con
mutaciones en el motivo SSN que conllevan una
menor sensibilidad a las cefalosporinas de tercera
generacion, que podria tener un impacto en el
tratamiento de infecciones graves como meningitis.
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Tabla 11. Puntos de corte para Haemophilus influenzae segin CLSI y EUCAST.

Antimicrobiano CLSI (2010) EUCAST (2011 v1.3) Puntos de corte PK/PD
S R S R ECOFF S R
Ampicilina <1 24 <1 >1 <1 <2 24
Amoxicilina - - <1 >1 <1 < 2/1-4/2 > 4/2-8/4
Amoxicilina-acido clavulanico' <4/2 28/4 <1/2 >1/2 <1 < 2/1-4/2 > 4/2-8/4
Cefaclor <8 =32 <0,5 >0,5 <8 <05 21
Cefuroxima (parenteral) <4 =216 <1 >2 <2 <4 28
Cefuroxima axetil (oral) <4 216 =0,12 >1 <2 <1 22
Cefixima <1 - 0,12 >0,12 <0,12 <1 22
Cefotaxima <2 - <0,12 >0,12 <0,06 <2 24
Ceftriaxona <2 - <0,12 >0,12 <0,06 <2 >4
Doripenem - - <1 >1 <05 - -
Ertapenem <0,5 - <0,5 >0,5 <0,12 <1 =2
Imipenem <4 - <2 >2 <2 <4 >8
Meropenem (meningitis) <05 - <0,25 >1 <0,25 - -
Meropenem (no meningitis) <05 - <2 > 2 <0,25 <4 =8

ECOFF, punto de corte epidemiolégico

'Para EUCAST el 4acido clavulanico se estudia con una concentracion fija de 2 mg/L y para CLSI se estudia a la mitad de

la concentracién de amoxicilina.

Ademas del antibiograma convencional, se debe
realizar siempre la prueba cromogénica de la
nitrocefina para caracterizar las cepas productoras
de betalactamasa (BLPAR) y se caracterizan por
valores altos de CMI para amoxicilina y ampicilina (>
4 mg/L). Aungque infrecuente, pueden detectarse
cepas BLPAR con valores de CMI bajos (1-2 mg/L)
particularmente si se utiliza el método de Etest.
Algunos estudios han descrito una asociacion de
ROB-1 con mayores niveles de resistencia a cefaclor
en comparacion con TEM-1. Por ultimo, valores de
CMI = 2 mg/L para amoxicilina-acido clavulanico en
cepas productoras de betalactamasa indican con alta
probabilidad un fenotipo BLPACR. Si se utiliza el
método de Etest, también pueden detectarse valores
de 0,5-1 mg/L en las cepas BLPACR. En cambio con
valores < 0,5 mg/L para amoxicilina-acido clavulanico
se puede descartar la presencia de mutaciones en el
gen ftsl por ambas metodologias (microdiluciéon y
Etest).

El método de difusibn con discos se ha
demostrado que tiene menos capacidad de
discriminacion entre cepas BLNAR y cepas sin
modificaciones en la PBP3. Si se siguen los puntos
de corte establecidos por el CLSI para ampicilina
(disco 10 pg), la mayoria de las cepas BLNAR
identificadas en nuestro pais se identificarian como
sensibles. Se han propuesto diferentes alternativas
con mejor sensibilidad para detectar BLNAR.
EUCAST propone discos de ampicilina 2 pg (< 16
mm), cefaclor 30 pg (< 19 mm), o fenoxi-metil-
penicilina 10 pg (< 15 mm). Otras propuestas
publicadas incluyen la utilizacion de discos de
amoxicilina-acido clavulanico de baja carga (2/1 ug),
cefalotina, cefalexina, o cefsulodina, entre otros.
Desafortunadamente, aun no hay resultados
concluyentes sobre un método 6ptimo que pueda ser
utilizado por la generalidad de los laboratorios
clinicos, ya que se observa un solapamiento de los

diametros de inhibicion de las cepas con y sin
mutaciones en el gen ftsl, que hace dificil establecer
un punto de corte discriminatorio entre ambos tipos
de cepas. Probablemente, la solucion mas idonea
seria establecer un punto de corte muy sensible
(pero poco especifico) como primera prueba de
cribado, para posteriormente ser comprobado por
microdiluciéon o Etest. En cualquier caso, las cepas
aisladas de infecciones graves deben analizarse con
métodos basados en la CMI.

8.3. INFORMACION DE LOS RESULTADOS Y
RECOMENDACIONES TERAPEUTICAS
Las cepas productoras de betalactamasa deben
informarse como resistentes a todas las penicilinas.
Las cepas BLNAR ademas de ser resistentes a
ampicilina, tienen sensibilidad disminuida al resto de
los betalactamicos, particularmente a las
cefalosporinas. Segun el CLSI (version 2010), las
cepas BLNAR deben informarse como resistentes a
amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina-sulbactam,
cefaclor, cefamandol, cefetamet, cefonicid, cefprozil,
cefuroxima, loracarbef y piperacilina-tazobactam, con
independencia del resultado de su sensibilidad in
vitro. Segun EUCAST las cepas BLNAR y BLPACR
deben informarse como resistentes a los mismos
antibioticos mencionados por el CLSI incluyendo
asimismo piperacilina y piperacilina-tazobactam.
Comentario aparte merece la utilidad clinica de las
cefalosporinas orales de segunda generacién como
cefaclor y cefuroxima independientemente de que
sean cepas BLNAR o cepas sin mecanismos de
resistencia. Hay una disparidad de criterios entre
CLSIy EUCAST al respecto (ver tabla 11), aunque el
CLSI comenta que los puntos de corte que aporta
para las cefalosporinas orales pueden no ser Utiles
para el tratamiento de los pacientes. En efecto se ha
demostrado que los puntos de corte clinicos del CLSI
para cefaclor y cefuroxima axetil no son predictivos
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del éxito o fracaso del tratamiento con los mismos.
EUCAST propone puntos de corte clinicos (S < 0,5
mg/L, R > 0,5 mg/L para cefaclor, y S < 0,125 mg/L,
R > 1 mg/L para cefuroxima oral) muy por debajo del
punto de corte epidemioldgico (£ 8 mg/L para
cefaclor y < 2 mg/L para cefuroxima), en la practica
eso se traduce en informar casi todos los aislados
como resistentes a cefaclor e intermedios a
cefuroxima axetil. Ello equivale a diametros del halo
de inhibicion =2 50 mm como punto de corte de
sensibilidad, aunque proponen didmetros < 19 mm
con un disco de cefaclor de 30 como screening para
detectar cepas BLNAR.

Como se ha comentado, las mutaciones en el gen
fitsl (BLNAR) provocan un aumento importante en las
CMI de las cefalosporinas de tercera generacion,
que es variable dependiendo de las mutaciones
detectadas y otros factores aln no conocidos, si
bien, no hay consenso en los puntos de corte de
sensibilidad y no se conoce suficientemente el
impacto clinico de estas mutaciones. En nuestro
entorno, aun no son frecuentes las cepas BLNAR, y
mucho menos las infecciones graves por estos
aislados, por lo que no se han informado fracasos
terapéuticos con las cefalosporinas de tercera
generacion. Muy diferente es la situacion en paises
como Japén, donde aln son importantes las
infecciones meningeas por H. influenzae tipo b, y
donde ademas es muy alta la tasa de cepas BLNAR
mayoritariamente con mutaciones en el motivo SSN
que confieren mayores niveles de resistencia a
cefalosporinas. Alli, la monoterapia con cefotaxima o
ceftriaxona se ha mostrado insuficiente para el
tratamiento de meningitis por BLNAR en algunos
pacientes, y se ha propuesto como alternativa una
terapia combinada con betalactamicos que tienen
dianas diferentes en las PBPs, como imipenem y
cefotaxima (o ceftriaxona).

El estudio y la deteccién cada vez mas frecuente de
cepas BLNAR permitiran arrojar mas luz a
cuestiones aun pendientes acerca de este tipo de
cepas emergentes que se pueden resumir a
continuacion:

a) ¢Cual es el impacto clinico de las cepas
denominadas low-BLNAR?. Las herramientas
moleculares han permitido detectar cepas con
valores bajos de CMI de ampicilina, y han revelado la
insuficiencia de los métodos fenotipicos para
detectarlas.

b) ¢Es necesario replantear los puntos de corte
clinicos de sensibilidad?. La implicacién de las cepas
BLNAR en el fracaso terapéutico no esta claramente
demostrado, y posiblemente las cepas low-BLNAR
no presentan un problema clinico y pueden tratarse
con penicilinas a mayores dosis o cefalosporinas en
infecciones respiratorias leves.

c) Existe variabilidad en los resultados del
antibiograma segun el método y el medio utilizado, lo
que tiene un impacto en la categorizacion clinica de
las cepas, debido a que la mayoria de las cepas
BLNAR presentan valores proximos a los puntos de
corte. La mayoria de los estudios publicados que

aportan valores de CMI hacen referencia al medio
HTM, y se requieren mas estudios para conocer el
impacto que el uso de medios como el agar MH-F
propuesto por el EUCAST o el agar chocolate
enriquecido puede suponer en esos valores de CMI.
d) Ante la presencia cada vez mas frecuente de
cepas BLNAR, es necesario recoger mas evidencias
de respuesta clinica al tratamiento con
cefalosporinas de tercera generacion, sobre todo en
infecciones graves, y con ello establecer puntos de
corte clinicos consensuados.

e) Tradicionalmente se ha considerado a
piperacilina-tazobactam como inactivo frente a cepas
BLNAR y BLPACR auln cuando no se tenian datos
suficientes que pudieran apoyar esta idea. Un trabajo
reciente en Japén con 100 cepas BLNAR y 100
cepas BLPACR, en su mayoria con modificaciones
en el motivo SSN, demostraron gran potencia de
este antibidtico frente a estas cepas (CMls, 0,06
mg/L y CMIlgy 0,12 mg/L frente a BLNAR; CMIsq 0,12
mg/L y CMIlg 0,25 mg/L frente a BLPACR), lo cual
hace necesario clarificar con mas evidencias el papel
gue puede jugar piperacilina-tazobactam en el
tratamiento de infecciones producidas por este tipo
de cepas.

9. RESISTENCIA A BETALACTAMICOS EN
Neisseria spp.

9.1. NEISSERIA GONORRHOEAE

N. gonorrhoeae es un patdgeno estrictamente
humano causante de la gonorrea que sigue siendo
una de las infecciones de transmision sexual mas
frecuentes. La falta de tratamiento o un tratamiento
incorrecto puede conducir a complicaciones como
epididimitis, salpingitis, pelviperitonitis y formas
septicémicas con localizaciones secundarias como
las articulares. Las formas de inflamacion crénica
pueden ir acompafadas de secuelas como la
estenosis uretral en los hombres o la obstruccién de
trompas en mujeres, causa frecuente de infertilidad.
La gonorrea ha adquirido gran importancia en las
Ultimas décadas debido a su papel como cofactor en
el aumento de infecciones por el VIH, que refuerza la
importancia de un tratamiento correcto y temprano
de la gonorrea. Tras la aparicion de la epidemia de
VIH, la frecuencia de infecciones gonocdcicas
disminuyé debido a la implantacion eficaz de
medidas de prevencion, sin embargo, en los Ultimos
aflos estamos asistiendo a un aumento de esas
infecciones probablemente debido a una relajacién
de esas medidas. Un factor importante que
contribuye a la continua propagacion de las
infecciones gonocécicas es la notable capacidad de
N. gonorrhoeae para adquirir resistencia a los
antibioticos habitualmente activos. Durante las dos
Ultimas décadas, las cepas de N. gonorrhoeae han
desarrollado alto nivel de resistencia frente a varios
antimicrobianos como penicilina, tetraciclina vy
guinolonas en numerosos paises, incluyendo
Espafia. Actualmente, la ceftriaxona y las
cefalosporinas orales como cefixima, ceftidoren o
ceftibuteno son el tratamiento de eleccion, sin
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embargo también se han informado aislados de
gonococo con sensibilidad in vitro disminuida a las
mismas, e incluso también fracaso terapéutico. Por
ello, desde hace afios es inexcusable realizar un
antibiograma a todos los aislados de N.
gonorrhoeae.

La penicilina ha sido la base del tratamiento
durante varias décadas, pero poco después de su
introduccién, N. gonorrhoeae comenz6 a desarrollar
resistencia de bajo nivel a penicilina. Casi todos los
aislados recogidos en la era anterior a la introduccion
de la penicilina tenian valores de CMI <0,0125 mgl/L,
y posteriormente estas CMI subieron gradualmente
en cepas procedentes de la mayoria de paises del
mundo y requirieron numerosas escaladas en la
dosis recomendada de la penicilina desde las 50.000
unidades en los afios 40 a 4,8 millones de unidades
en los afios 70. Esta disminucién gradual de la
sensibilidad es el resultado del efecto aditivo de
multiples mutaciones cromosoémicas que provocan
alteracion en las PBPs, hiperexpresién de las
bombas de expulsion y disminucion de la entrada de
los antibioticos a través de la membrana externa. Al
menos 5 genes cromosoémicos estan implicados en
esta resistencia: ponA, penA, penB, pilQ y mtr. Los
genes ponA y penA codifican las PBP1 y PBP2
respectivamente, cuyas alteraciones afectan
Unicamente a la actividad de las penicilinas, aunque
también se han implicado diferentes alteraciones en
la PBP2, como genes en mosaico, en resistencia a
las cefalosporinas orales y en la disminucion de la
sensibilidad a la ceftriaxona. Mutaciones en penB
llevan a alteraciones de una porina que también
causa resistencia a otras familias de antibidticos
como las tetraciclinas y a una pequefia disminucion
de la sensibilidad a las quinolonas. La hiperexpresion
de la bomba de expulsion MtrCDE favorece la
resistencia a penicilinas, macrélidos, rifampicina,
tetraciclinas y quinolonas, y puede estar también
implicada en la disminucién de sensibilidad a
cefalosporinas. Mutaciones en pilQ (antiguamente
denominado penC, que codifica una porina) provoca
la resistencia de alto nivel a penicilina en cepas con
mutaciones de penA, penB y mtr. Asi, las diferentes
CMI que se observan son producto de la accion
sinérgica de estos diferentes mecanismos, pudiendo
provocar resistencia de alto nivel a la penicilina.

Actualmente se est4d observando un aumento
preocupante en los valores de CMI de las
cefalosporinas frente a N. gonorrhoeae, y diversos
expertos alertan que est4 a un solo paso de adquirir
resistencia de alto nivel repitiendo el camino que
siguieron las penicilinas. Ello podria tener
consecuencias desastrosas ya que las
cefalosporinas son el dltimo grupo de
antimicrobianos que permanecian como tratamiento
eficaz de primera linea, y asi en Japoén la cefixima ha
dejado de ser tratamiento de primera linea,
permaneciendo U(nicamente la ceftriaxona y la
espectinomicina como opciones de eleccién. Las
cepas que presentan CMI de penicilina alta por
mecanismos cromosOmicos (2-8 mg/L) pueden

presentar un aumento significativo de la CMI de las
cefalosporinas como cefixima y en menor medida la
ceftriaxona. Se han descrito fracasos en el
tratamiento con cefixima que presentaban CMI de
0,125-0,25 mg/L, e incluso se han descrito cepas con
CMI de ceftriaxona de 0,5 mg/L. En varios paises
europeos se ha informado una tasa de resistencia a
cefixima del orden del 5%, y aunque esa resistencia
es aun excepcional en nuestro pais, debe analizarse
la sensibilidad a las cefalosporinas, particularmente
en aquellos aislados que presentan resistencia
cromosOmica elevada a penicilina.

Ademads de los mecanismos cromosomicos
descritos, la penicilina puede afectarse también por
la produccién de una betalactamasa plasmidica de
tipo TEM-1, descrita en los afios 70, y que los genes
gue la codifican pueden estar presentes en
diferentes tipos de plasmidos con una frecuencia
geografica variable. Esa resistencia se considera de
alto nivel aunque su expresion in vitro es variable (1
a 64 mg/L), y se inhibe por acido clavulanico, aunque
generalmente este antimicrobiano no es de utilidad
terapéutica. En Espafia, alrededor del 90% de las
cepas tienen sensibilidad disminuida o resistencia a
penicilina, y se detecta la presencia de penicilinasa
plasmidica en alrededor de un 20%.

El método de dilucién en agar se considera el
método de referencia para la determinacién de la
CMI, sin embrago el método de difusién con tiras de
gradiente de antibiético como el Etest es una
alternativa aceptable para la determinacion de la CMI
en la rutina del laboratorio. Hay coincidencia en los
puntos de corte de sensibilidad para penicilina del
CLSIy EUCAST (S < 0,064 mg/L; R >1 mg/L).

El método de difusiébn con discos presenta en
cambio resultados mas aleatorios principalmente
para diferenciar los aislados sensibles de aquéllos
con sensibilidad disminuida a la mayoria de los
antibiéticos pero particularmente a los
betalactamicos. Para la determinacion de Ila
sensibilidad por este método, el CLSI propone el
medio Agar GC con 1% de un suplemento definido
qgue contiene en g/l: vitamina B 12 (0,01), L-
glutamina (10), adenina (1), clorhidrato de guanina
(0,03), acido para-aminobenzoico (0,013), L-cisteina
(1,1), glucosa (100), NAD (0,25), cocarboxilasa (0,1),
nitrato férrico (0,02) y clorhidrato de tiamina (0,003).

El antibiograma debe acompafarse ademas de la
prueba cromogénica de nitrocefina para detectar la
posible produccion de betalactamasa, lo cual
implicard resistencia a amino-, carboxi- vy
ureidopenicilinas, con independencia de su resultado
de sensibilidad in vitro, mientras que las
cefalosporinas no se ven afectadas por este
mecanismo.

9.2. NEISSERIA MENINGITIDIS

N. meningitidis sigue siendo una de las principales
causas de meningitis bacteriana y sepsis severa en
todo el mundo. También puede ser causa de
infecciones respiratorias como neumonia, otitis
media, y epiglotitis. EI hombre es el Gnico reservorio
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conocido de esta especie que se aisla de la
nasofaringe de individuos sanos en porcentajes que
oscilan entre el 4% y el 20%, variacion asociada a
factores como la edad, las condiciones de endemia o
epidemia, entre otros.

La penicilina ha sido histéricamente el tratamiento
de eleccidn, y desde los afios 80 se empezaron a
describir aislados con sensibilidad disminuida a
penicilina (CMI de 0,12-0,25 mg/L) en todo el mundo,
siendo Espafia uno de los paises con mayores tasas
de sensibilidad disminuida, superiores al 50%. El
mecanismo de resistencia de este fenotipo
denominado Penl tiene que ver sobre todo con
alteraciones en la PBP2 (codificado por el gen
penA), como resultado de la formacién de una
estructura de genes en mosaico derivado de una
recombinacién con secuencias homologas de
especies de Neisseria comensales como N. cinerea,
N. lactamica y N. flavescens. El fenotipo afecta con
mayor o menor intensidad a las penicilinas,
cefalosporinas de primera y segunda generacion,
imipenem y aztreonam, y se mantiene la actividad de
las cefalosporinas de tercera generacion. No esta
claro el significado clinico, ya que las infecciones por
estas cepas con CMI relativamente elevadas pueden
ser tratadas eficazmente con dosis elevadas de
penicilina o amoxicilina, sin embargo se prefiere el
tratamiento con cefotaxima o ceftriaxona ya que se
han descrito algunos casos de fracaso terapéutico
con penicilina y también se describen mayores tasas
de complicaciones. Con menor frecuencia se
describen por este mecanismo cepas con CMI de
penicilina de 1 mg/L, y existe la preocupacion de que
aumenten estos casos, e incluso de que aparezcan
cepas resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion.

A partir de 1983 se describieron cepas productoras
de betalactamasa plasmidica de tipo TEM-1 en
Canada, Espafia y Sudafrica, y hoy en dia, su
hallazgo sigue siendo excepcional. Es responsable
de valores de CMI de penicilina = 2 mg/L y puede
alcanzar valores de 256 mg/L. Estas penicilinasas se
inhiben por &cido clavulanico, no afectan a las
cefalosporinas de segunda y tercera generacion, y
se detectan facilmente en el laboratorio utilizando
discos de nitrocefina.

El método de dilucion en agar o la microdilucion en
caldo se consideran los métodos de eleccion,
aungue también es aceptable el método de Etest o
similar, mientras que el método de difusiébn con
discos no es fiable para el estudio de sensibilidad a
betalactamicos. Se observa una alta tasa de errores
menores (sensible o resistente por el método de
referencia o de difusién con discos pero intermedio
por el otro método) cuando se usan discos de
penicilina y ampicilina, incluso con discos de baja
carga como penicilina de 1 U o ampicilina de 2 pg.
Afortunadamente, CLSI y EUCAST proponen los
mismos puntos de corte de sensibilidad para
penicilina, ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona vy
meropenem (tabla 12).

Tabla 12. Puntos de corte para N. meningitidis segin
CLSly EUCAST.

CLSI (2010) EUCAST(2011v1.3)
Antimicrobiano

S R S R
Penicilina <0,06 =205 <0,06 > 0,25
Ampicilina 0,12 =2 0,12 >1
Cefotaxima <0,12 -* <0,12 >0,12*
Ceftriaxona <012 -* <0,12 > 0,12*
Meropenem 0,25 -* <0,25 > 0,25*

*Ambos comités consideran que las cepas no sensibles a
cefalosporinas de tercera generacion y meropenem son
muy raras por lo que debe confirmarse su identificacion y
el resultado de la sensibilidad. EUCAST indica que
mientras no haya evidencia de respuesta clinica eficaz en
las infecciones producidas por estas cepas, se deben
informar como resistentes.

El CLSI propone el medio Mueller-Hinton ajustado
en cationes y suplementado con 2,5-5% de sangre
lacada de caballo para el método de microdilucion, y
el medio Mueller-Hinton con 5% de sangre de oveja
desfribinada para el método de difusion en agar. El
método del Etest en Mueller-Hinton con 5% de
sangre de oveja presenta un alto grado de
concordancia en los valores de CMI con el método
de dilucién en agar propuesto por el CLSI, por lo que
puede ser una herramienta Gtil y accesible para la
mayoria de los laboratorios clinicos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE
Describir la metodologia para la deteccion fenotipica
de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
mediante las técnicas de sinergia de doble disco,
discos combinados con inhibidor y Etest ESBL. Estos
procedimientos son aplicables a aislados clinicos de la
familia  Enterobacteriaceaey a  Pseudomonas
aeruginosa que presenten un patron fenotipico
sugestivo de produccion de BLEE (sensibilidad
disminuida o resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, aztreonam y cefepima).

La incorporacion de alguna de estas técnicas en
las pruebas de sensibilidad de rutina permite una
deteccion mas rapida de BLEE.

2. FUNDAMENTO

Las técnicas para la deteccion fenotipica de BLEE se
basan en la propiedad que presentan la mayor parte
de estas enzimas de ser inhibidas por acido
clavulanico y en la utilizacién de cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion y aztreonam como
indicadores.

La prueba de sinergia de doble disco consiste en
situar un disco con amoxicilina-acido clavulanico
proximo a discos de betalactdmicos indicadores. La
produccion de BLEE se demuestra por la ampliacion
del halo de inhibicion de cualquiera de los
indicadores por la accion del acido clavulanico.

La prueba de discos combinados con inhibidor es
uno de los métodos que recomienda el CLSI (Clinical
Laboratory and Standars Institute). Este método
consiste en comparar los halos de inhibicién de
una cefalosporina de tercera o cuarta generacion sola
y con acido clavulanico incorporado en los discos. La
potenciacion de la actividad de la cefalosporina en
presencia de acido clavulanico indica la produccion
de BLEE.

La prueba de Etest ESBL se fundamenta en el mismo
principio que el de la prueba de discos combinados pero
en este caso se comparan los valores de CMI. El Etest
ESBL presenta en un extremo un gradiente de
concentracion de cefotaxima, ceftazidima o cefepima y
en el otro un gradiente de la cefalosporina con una
concentracion fija de acido clavulanico.

Para mejorar la deteccion de BLEE en cepas que
producen simultaneamente una betalactamasa de tipo
AmpC cromosOmica o plasmidica, estos métodos
pueden modificarse con la adicion de cloxacilina, al
medio de cultivo o a los discos, que es un inhibidor de
enzimas AmpC.

Algunos sistemas comercializados de estudio de
sensibilidad por microdilucion ya incorporan las
asociaciones de cefalosporinas con acido clavulanico
para detectar las BLEE.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de bioseguridad

- Documento CLSI vigente

- Documento EUCAST vigente (www.eucast.orq)

- Procedimientos en Microbiologia n® 11, 12 edicion.
Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a

antimicrobianos. SEIMC. 2000. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

4. MUESTRAS

Estas técnicas se pueden realizar a partir del crecimiento
obtenido en una placa de antibiograma o bien con
colonias aisladas en una placa de cultivo reciente.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS
- Tubos con solucion salina estéril 0,9%
- Agar Mueller-Hinton
- Agar Mueller-Hinton suplementado
con cloxacilina (250 pg/ml)
- Discos/tabletas: ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30
ug), cefepima (30 pg), aztreonam (30 pg,
amoxicilina-acido clavulanico (20/10
ug), ceftazidima-acido clavulanico (30/10
Kg), cefotaxima-acido clavulanico(30/10
1g), cefepima-acido clavulanico (30/10ug),
cefotaxima-cloxacilina (30/500), cefotaxima-acido
clavulanico-cloxacilina (30/10/500 pg).
- Reactivos para la preparacion de discos con
inhibidor (en caso de no disponer de discos
comerciales):

- Acido clavulanico

- Cloxacilina

- Agua destilada estéril
- Tiras para el estudio de CMI por la técnica de
difusion en gradiente (Etest u otras). Un ejemplo son
las tiras Etest ESBL (bioMérieux) que contienen
cefotaxima (0,25-16 pg/mL) (CT) / cefotaxima (0,016-
1 pg/mL) mas 4 pg/mL de acido clavulanico (CTL),
ceftazidima (0,5-32 pg/mL) (TZ) / ceftazidima (0,064-
4 ug/mL) mas 4 pg/mL de acido clavulanico (TZL),
cefepima (0,25-16 pg/mL) (PM) / cefepima (0,064-4
pg/mL) mas 4 pg/mL de acido clavulanico (PML).
- Estandar de turbidez equivalente a un 0,5 de la
escala de McFarland

6. APARATOS Y MATERIALES

- Asa bacteriolégica

- Escobillones estériles

- Pinzas

- Pie de rey

- Mechero Bunsen o incinerador eléctrico
- Estufa incubadora de 36 °C

- Nevera5°C

- Agitador

- Nefelometro

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PRUEBA DE SINERGIA DE DOBLE DISCO

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusién con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspensioén de la cepa
problema en solucion salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.


http://www.eucast.org/
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/clinicos/
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/clinicos/
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b) Situar un disco con cefotaxima, ceftazidima,
cefepima y aztreonam a una distancia de 20-25 mm
(centro a centro) de un disco con amoxicilina-
acido clavulanico. La separacion optima de los
discos puede variar en funcion de la cepa. En este
sentido, en el caso de Proteus mirabilis se
recomienda una distancia de 40-45 mm.

¢) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.
Consideraciones:

i) Hay que tener en cuenta los diametros de
inhibicion con el fin de ajustar la distancia de
separacion entre los discos.

i) En aislados productores de AmpC seguir el mismo
procedimiento utilizando agar Mueller-
Hinton suplementado con cloxacilina en lugar de
agar Mueller-Hinton.

7.2. PRUEBA DE DISCOS COMBINADOS CON
INHIBIDOR

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa
problema en solucion salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

b) Colocar un disco con ceftazidima, ceftazidima-
acido  clavulanico, cefotaxima, cefotaxima-acido
clavulanico, cefepima y cefepima -acido clavulanico.
¢) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.
Preparacidn de los discos con inhibidor:

- Preparar la solucion madre de inhibidor con las
concentraciones siguientes:

- acido clavulanico 1 mg/mL (disuelto en agua

estéril)

- cloxacilina 50 mg/mL (disuelto en agua estéril)

- Afiadir 10 pL de la solucion de inhibidor a los discos
con cefalosporinas.

- Dejar absorber la solucién al menos 30 minutos y
asegurarse que los discos estan suficientemente
secos antes de su aplicacion.

Consideraciones:

i) Las soluciones madre pueden utilizarse después
de su preparacion o bien a partir de alicuotas
congeladas a -70°C.

i) Los discos combinados no deben almacenarse y
deben utilizarse inmediatamente después de su
preparacion.

iii) Este procedimiento no puede realizarse con
tabletas.

iv) En aislados productores de AmpC, se pueden
aplicar cualquiera de las modificaciones siguientes:

- Seguir el mismo procedimiento utilizando agar
Mueller-Hinton suplementado con cloxacilina en
lugar de agar Mueller-Hinton.

- Seguir el mismo procedimiento incluyendo un
disco con cefotaxima-cloxacilina y cefotaxima-
acido clavulanico-cloxacilina. Se puede aplicar
también la misma metodologia con discos con
ceftazidima.

7.3. ETEST ESBL

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por difusion con
discos e inocular una placa de agar Mueller-Hinton a
partir de una suspension de la cepa problema en
solucién salina con una turbidez equivalente a un 0,5
de la escala de McFarland.

b) Dejar absorber el inéculo y asegurarse que la
superficie del agar estd completamente seca antes
de aplicar las tiras de Etest ESBL.

c) Aplicar las tiras de Etest ESBL sobre el agar con
unas pinzas.

d) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.
Consideraciones:

i) Asegurarse que la tira contacta completamente con
la superficie de la agar. En caso de que se formen
burbujas de aire bajo la tira, eliminarlas presionando
ligeramente con las pinzas.

i) Debido a que la difusién del antibitico es
inmediata, las tiras no se pueden recolocar una vez
gue han estado en contacto con la superficie de la
agar.

7.4. CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad se realizard siguiendo las
directrices especificadas en los documentos de
referencia adoptados por cada centro. Se recomienda
realizar un control con cada nuevo lote de reactivos con
las cepas Escherichiacoli ATCC 25922 (control
negativo) y Klebsiella pneumoniae  ATCC
700603 (portadora de SHV-18 control positivo). Los
resultados esperados del control de calidad se
muestran en la tabla 1.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

8.1. PRUEBA DE SINERGIA DE DOBLE DISCO
Examinar visualmente la apariencia de las zonas de
inhibicion. Los resultados se interpretan de la siguiente
manera:

a) Positivo. Ampliacion del halo de inhibicion de
cefotaxima, ceftazidima, cefepima o aztreonamen la
zona proxima al disco con amoxicilina-
acido clavulanico (sinergia) o presencia de una "zona
fantasma" (inhibicion del crecimiento) entre las
cefalosporinas o aztreonam y el inhibidor.

b) Negativo. No ampliacién de los halos de inhibicién
de cefotaxima, ceftazidima, cefepima o0 aztreonam ni
presencia de "zona fantasma".

8.2. PRUEBA DE DISCOS COMBINADOS CON
INHIBIDOR

Medir en milimetros los diametros de las zonas de
inhibicibn completa (incluyendo el diametro del
disco). Los resultados se interpretan de la siguiente
manera:

a) Positivo. Incremento del didametro de inhibicién de
ceftazidima, cefotaxima o cefepima en presencia de
acido clavulanico =5 mmrespecto al de la
cefalosporina correspondiente sin acido clavulanico,
independientemente de la presencia o ausencia de
cloxacilina en el disco/tableta.
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Tabla 1.

Procedimiento E. coli ATCC 25922

K. pneumoniae ATCC 700603

Sinergia de doble disco| Ausencia de sinergia

Presencia de sinergia

inhibicién

Diferencia de diametros de

Discos combinados con| de cefalosporinas mas clavulanico

Incremento del didmetro de inhibicion de
ceftazidima, cefotaxima o cefepima en
presencia de acido clavulanico =25 mm

de las tiras

inhibidor <2 mm respecto a las .
! . respecto al de la cefalosporina
cefalosporinas correspondientes : ; P
. i correspondiente sin clavulanico
sin clavulanico
CT 1-4 pg/mL
CTZ 0,125-1 pg/mL
Valores de CMI inferiores al rango | TZ 8-232 pug/mL
Etest ESBL

TZL 0,125-0,5 pg/mL
PM 0,25-1 pg/mL
PML 0,064-0,25 pg/mL

CT, cefotaxima; CTZ, cefotaxima + &c. clavulanico; TZ, ceftazidima; TZL, ceftazidima + &c. clavulanico; PM, cefepima; PML,

cefepima + ac. clavulanico

Figura 1. Cepa de Escherichia coli productora de CTX-M-15 (A) y cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 productora de SHV-18 (B). Se observa la sinergia positiva entre las cefalosporinas y acido clavulanico.

A)

B)

ATM/AZT, aztreonam; CAZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; CRO, ceftriaxona; FEP, cefepima; AMC,

amoxicilina -acido clavulanico.

b) Negativo. No incremento o diferencia <5 mm en
los halos de inhibicion de las
cefalosporinas con &cido clavulanico respecto a los
de las cefalosporinas correspondientes sin acido
clavulanico.

Los resultados positivos se interpretan segun la tabla
2.

8.3. ETEST ESBL
Leer los valores de CMI de las diferentes
cefalosporinas en presencia y en ausencia de acido
clavulanico. Los resultados se interpretan de la
siguiente manera:

a) Positivo. Reduccién de la CMI =3 diluciones
dobles en presencia de A&cido clavulanico para
cualquier celafosporina. La presencia de una zona
fantasma o la deformacion de la elipse de inhibicion
de las cefalosporinas también se considera positivo
independientemente del ratio de CMI.

b) Negativo. No diferencia o reduccién < 3 diluciones
dobles de la CMI en presencia de acido clavulanico
ni presencia de zona fantasma ni deformacién de la
elipse de las cefalosporinas.

c) Ininterpretable. Valores de CMI por encima del
rango de ambos gradientes de la tira.
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El resultado positivo se informard como cepa
portadora de BLEE. Se interpretardn resistentes
todas las cefalosporinas (excepto cefoxitina)
y aztreonam independientemente de la sensibilidad

in vitro si se siguen los criterios del CLSI o EUCAST

anteriores a 2009. Esta interpretacion no es
necesaria si se aplican los nuevos criterios y puntos
de corte del CLSI o del EUCAST de 2010.

Tabla 2.
Mecanismo de
) ) CTX CTX+CLA CTX+CLO
resistencia
CTX+CLA 0 =5 mm - -
BLEE
CTX+CLA+CLO - <4 mm 25 mm
CTX+CLO o 25 mm - -
AmpC
CTX+CLA+CLO - =25 mm <4 mm
CTX+CLAY <4 mm - -
BLEE+AmpC
CTX+CLA+CLO - =25 mm 25 mm

CTX, cefotaxima; CLA, acido clavulanico; CLO, cloxacilina.

Figura 2. Cepa de Escherichia coli productora de CTX-M-15 (A) y cepa de Klebsiella pneumoniae productora de
CTX-M-9 y CMY-2 (B). Se observan diferencias > 5mm entre las cefalosporinas sin y con acido clavulanico (A) y/o

cloxacilina (B).

B)

CAZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; CAZ+C, ceftazidima + &acido clavulanico; CTX+C, cefotaxima + acido
clavulanico CTXCX, cefotaxima + cloxacilina; CTXCC, cefotaxima + acido clavulanico + cloxacilina.

Figura 3. Cepas productoras de diferentes BLEE con Etest positivo.

REE

CT, cefotaxima; CTL, cefotaxima + acido clavulanico.
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9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos seran los responsables de la realizacion
correcta de la técnica y del mantenimiento y calidad
Optimos de reactivos y aparatos.

El facultativo sera el responsable de la validacion del
informe y de contactar con el clinico para orientar el
tratamiento y/o establecer las medidas de control que
cada centro tenga consensuadas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
La eleccion de cualquiera de las técnicas descritas
dependera de las preferencias de cada centro.

La prueba de sinergia de doble disco requiere que la
distancia de separacion de los discos sea Optima para
evitar resultados falsos negativos 0 no concluyentes y
la repeticion de la prueba. La interpretacion de la
técnica de discos combinados con inhibidor es mas
objetiva que la prueba de sinergia de doble disco ya
que los resultados obtenidos son cuantificables.

Para no perder sensibilidad en cualquiera de las
pruebas es necesario estudiar como minimo cefotaxima
y ceftazidima. En el caso de cepas que produzcan
simultdneamente betalactamasas de tipo AmpC, la
resistencia a acido clavulanico puede enmascarar el
efecto sinérgico de la BLEE, por lo que es recomendable
incluir cefepima como indicador.

Puede ser necesario confirmar y caracterizar el
mecanismo de resistencia involucrado mediante
técnicas de biologia molecular.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La deteccién de BLEE utilizando estos procedimientos
presenta algunas limitaciones derivadas
principalmente de la presencia de otros mecanismos
de resistencia en el mismo microorganismo, como
pueden ser alteraciones en la permeabilidad o
produccion simultanea de otras betalactamasas.

En las Enterobacteriaceae se pueden observar
fenotipos compatibles con BLEE con  presencia
de sinergia entre alguna cefalosporina de tercera o
cuarta  generacibn o aztreonamy  amoxicilina-
acido clavulanico en diversas situaciones:

- hiperproduccién de betalactamasa cromosdmica K1
de Klebsiella oxytoca (ceftazidimase mantiene
sensible y no se produce sinergiaentre ésta vy
amoxicilina-acido clavulanico pero si con otras
cefalosporinas de tercera generacién, aztreonam y
cefepima).

- hiperproduccion de la enzima SHV-1 natural en K.
pneumoniae y adquirida en otras especies (sinergia
entre ceftazidima y amoxicilina-acido clavulanico).

- hiperproduccién de betalactamasas cromosomicas
inducibles de Proteus vulgaris, Proteus penneri y
Citrobacter koseri (sinergia entre cefotaxima y
amoxicilina-acido clavulanico).

- hiperproduccion de enzimas tipo OXA no BLEE
como OXA-1 (sinergia entre cefepima y amoxicilina-
acido clavulanico).

Ademas, las BLEE tipo OXA (OXA -11, -14, -18, -28,
etc.) pueden no ser detectadas con estos métodos

debido a que son débimente inhibidas por
acido clavulanico.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE 4. MUESTRAS

Describir la metodologia para realizar la deteccién
fenotipica de betalactamasas de tipo AmpC
plasmidicas (AmpCp) mediante las técnicas de
sinergia de doble disco, discos combinados con
inhibidor 'y aproximacién de discos. Estos
procedimientos son aplicables a aislados de la
familia Enterobacteriaceae que no producen una
betalactamasa AmpC cromosémica, natural de la
especie. Es por tanto util en Klebsiella, Proteus,
Citrobacter koseriy Salmonella que presenten un
patrén fenotipico sugestivo de produccion de AmpCp
(sensibilidad disminuida o resistencia a amoxicilina-
acido clavulanico y cefalosporinas de tercera
generacion). La prueba de aproximaciéon de discos
también es aplicable a aislados que producen una
betalactamasa AmpC cromosémica no inducible
tales como Escherichia coli.

La incorporaciéon de algunas de estas técnicas en
las pruebas de sensibilidad de rutina permite una
deteccion mas rapida de betalactamasas AmpCp.

2. FUNDAMENTO

Las pruebas de sinergia de doble disco y de discos
combinados con inhibidor para la deteccion fenotipica
de AmpCp se basan en la propiedad que presentan
estas enzimas de ser inhibidas por cloxacilina o acido
borénico y en la utilizacién de cefalosporinas de tercera
generacion (cefoxitina, ceftazidima) como indicadores.
La prueba de sinergia de doble disco consiste en situar
un disco con cloxacilina o acido boronico proximo a
discos de betalactamicos indicadores de produccion de
AmpC. La produccién de AmpCp se demuestra por la
ampliacion del halo de inhibicion de cualquiera de los
indicadores por la accion del inhibidor.

La prueba de discos combinados con inhibidor
consiste en comparar los halos de inhibicién de un disco
con alguna cefalosporina de tercera generacién con el
de un disco con la misma cefalosporina mas cloxacilina
o acido boronico. La potenciacion de la actividad de la
cefalosporina en presencia del inhibidorindica la
produccion de AmpCp.

La prueba de aproximacion de discos permite
evidenciar el caracter inducible de la betalactamasa
AmpCp. Consiste en situar un disco con un
betalactamico inductor débil (cefotaxima, ceftazidima,
aztreonam) cercano a un betalactdmico inductor fuerte
(imipenem, cefoxitina). ElI achatamiento del halo del
betalactamico inductor débil en la zona adyacente al del
inductor fuerte demuestra la expresion inducible de la
betalactamasa.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de bioseguridad.

- Documento CLSI vigente.

- Documento EUCAST vigente (www.eucast.orq)

- Procedimientos en Microbiologia n° 11, 12 edicién.
Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a
antimicrobianos. SEIMC. 2000. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

Estas técnicas se pueden realizar a partir del crecimiento
obtenido en una placa de antibiograma o bien con
colonias aisladas en una placa de cultivo reciente.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS
- Tubos con solucion salina estéril 0,9%
- Agar Mueller-Hinton
- Discos/tabletas: ceftazidima (30 ug), cefotaxima (30
Kg), ceftazidima-cloxacilina (30/500 ug), cefotaxima-
cloxacilina (30/500 pg), acido borénico (250-400 ug),
cloxacilina (500 ug)
- Reactivos para la preparacion de discos con
inhibidor (en caso de no disponer de discos
comerciales):

- Cloxacilina

- Acido amino-fenil-borénico o &cido fenil-borénico

- Agua destilada estéril

- DMSO

- Discos blancos
- Estandar de turbidez equivalente a un 0,5 de la
escala de McFarland

6. APARATOS Y MATERIALES

- Asa bacteriolégica

- Escobillones estériles

- Pinzas

- Pie de rey

- Mechero Bunsen o incinerador eléctrico
- Estufa incubadora de 36°C

- Nevera 5°C

- Agitador

- Nefelbmetro

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LOS DISCOS CON
INHIBIDOR

a) Preparar la solucion madre de acido amino-fenil-
boronico (disuelto en agua estéril) o fenil-borénico
(disuelto en DMSO y agua estéril) o cloxacilina
(disuelta en agua estéril).

b) Afiadir el volumen adecuado de la solucién de
inhibidor a los discos blancos (prueba de sinergia de
doble disco) o a los discos con cefotaxima (30 pg) y
ceftazidima (30 pg) (prueba de discos combinados)
segun la cantidad final por disco que se desee.

c) Dejar absorber la solucién al menos 30 minutos y
asegurarse que los discos estan suficientemente
secos antes de su aplicacion.

7.2. PRUEBA DE SINERGIA DE DOBLE DISCO

a) Seguir el procedimiento estandar para la realizacion
de un antibiograma por el método de difusion e
inocular una placa de agar Mueller-Hinton a partir de
una suspension de la cepa problema en solucién
salina con una turbidez equivalente a un 0,5de la
escala de McFarland.

b) Situar un disco con cefotaxima y un disco con
ceftazidima a una distancia de 20-25 mm (centro a
centro) de un disco con cloxacilina o acido borénico.
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La separacion 6ptima de los discos puede variar en
funcion de la cepa.

¢) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.
Consideraciones:

Hay que tener en cuenta los diametros de inhibicién
con el fin de ajustar la distancia de separacion entre
los discos.

7.3. PRUEBA DE DISCOS COMBINADOS CON
INHIBIDOR

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa
problema en solucién salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

b) Colocar un disco con ceftazidima, ceftazidima-
cloxacilina, cefotaxima y  cefotaxima-cloxacilina.
Alternativamente  se  pueden utilizar  discos
combinados de las cefalosporinas con &cido
borénico.

¢) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.

7.4. PRUEBA DE APROXIMACION DE DISCOS

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusién con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa
problema en solucion salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

b) Situar discos de betalactamicos inductores débiles
tales como cefotaxima, ceftazidima y aztreonam
cercanos a discos de betalactamicos inductores
fuertes tales como cefoxitina y imipenem.

¢) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.
Consideraciones:

Hay que tener en cuenta los didmetros de inhibicion
con el fin de ajustar la distancia de separacién entre
los discos.

7.5. CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad se realizard siguiendo las
directrices especificadas en los documentos de
referencia adoptados por cada centro. Se recomienda
realizar un control con cada nuevo lote de reactivos
con las cepas E. coli ATCC 25922 (control negativo)
y E. coli TG22 productora de CMY-2 y utilizada en un
estudio de control de calidad nacional (cepas del
Control de Calidad SEIMC) o cualquier otra cepa
control positivo. Para la prueba de aproximacion de
discos para ver la induccion se puede utilizar
cualquier aislado de Enterobacter cloacae o
Pseudomonas aeruginosa. En este caso, se
observard un achatamiento del halo de inhibicién
(forma de D) de los betalactdmicos inductores
débiles (cefotaxima, ceftazidima, aztreonam) en la
zona a préxima al disco con el betalactdmico inductor
fuerte (cefoxitina, imipenem)

Procedimiento E. coli ATCC 25922

E. coli TG22

Sinergia de doble

: Ausencia de sinergia
disco

Presencia de sinergia

Discos combinados
con inhibidor

Incremento del diametro de inhibicion
de ceftazidima o cefotaxima en
presencia de cloxacilina o acido
borénico <2 mm al de la cefalosporina
correspondiente sin inhibidor

Incremento del diametro de
inhibicién de ceftazidima

o cefotaxima en presencia de
cloxacilina o acido borénico =5
mm al de la cefalosporina
correspondiente sin inhibidor

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
8.1 PRUEBA DE SINERGIA DE DOBLE DISCO
Examinar visualmente la apariencia de las zonas de
inhibicién. Los resultados se interpretan de la
siguiente manera:
a) Positivo. Ampliacion del halo de inhibicién de
cefotaxima o ceftazidima en la zona préxima al disco
con cloxaciina o 4&cido borénico (sinergia) o
presencia de una "zona fantasma" (inhibicion del
crecimiento) entre las cefalosporinas vy el inhibidor.
b) Negativo. No ampliacion de los halos de inhibicién
de las cefalosporinas ni presencia de "zona
fantasma".

El resultado positivo se informard como cepa
portadora de AmpCp.

8.2. PRUEBA DE DISCOS COMBINADOS CON
INHIBIDOR
Medir en milimetros los diametros de las zonas de
inhibicién completa (incluyendo el didmetro del disco)
con un pie de rey. Los resultados se interpretan de la
siguiente manera:
a) Positivo. Incremento del diametro de inhibicion de
ceftazidima o cefotaxima en presencia de cloxacilina o
acido borénico 25 mm al de la cefalosporina
correspondiente sin inhibidor.
b) Negativo. No diferencia o diferencia <5 mm en los
halos de inhibicibn de las cefalosporinas con
cloxacilina o &cido borénico con respecto al de las
cefalosporinas correspondientes sin inhibidor.

El resultado positivo se informara como cepa
portadora de AmpCp.
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Figura 1. A) Cepa de K. pneumoniae productora de CMY-2. B) Cepa de P. mirabilis productora de CMY-2. Se
observa sinergia positiva entre las cefalosporinas y la cloxacilina y el acido borénico.

A)

CAZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; CL, cloxacilina; BORON, acido borénico.

Figura 2. A) Cepa de K. pneumoniae productora de CMY-2. B) Cepa de P. mirabilis productora de CMY-2.

A)

Con
. <«—Cloxacilina

CAZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; CTXCX, cefotaxima + cloxacilina; CAZCX, ceftazidima + cloxacilina

8.3. PRUEBA DE APROXIMACION DE DISCOS
Examinar visualmente la apariencia de las zonas de
inhibicion. Los resultados se interpretan de la
siguiente manera:

a) Positivo. Achatamiento del halo de inhibicion
(forma de D) de los betalactamicos inductores
débiles (cefotaxima, ceftazidima, aztreonam) en la
zona a préxima al disco con el betalactdmico inductor
fuerte (cefoxitina, imipenem).

b) Negativo. No modificacion de los halos de
inhibicion.

El resultado positivo se informara como cepa
portadora de AmpCp Inducible. En caso de obtener
un resultado positivo en E. coli nos indica sin duda
que se trata de una AmpCp y no de una
hiperproduccién de su betalactamasa cromosémica,
dado que esta Ultima no es inducible.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos seran los responsables de la realizacion
correcta de la técnica y del mantenimiento y calidad
optimos de reactivos y aparatos.

El facultativo sera el responsable de la validacion del
informe y de contactar con el clinico para orientar el
tratamiento y/o establecer las medidas de control que
cada centro tenga consensuadas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La presencia de colonias en el interior de los halos de
cefalosporinas y aztreonam en la zona préxima al
margen de inhibicion constituye una caracteristica
fenotipica altamente sugestiva de la presencia de
AmpCp. Este hecho puede ser especialmente util en E.
coli para sospechar la presencia de una AmpCp en lugar
de wuna hiperproduccibn de su betalactamasa
cromosomica.
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Puede ser necesario confirmar y caracterizar el
mecanismo de resistencia involucrado mediante

técnicas de biologia molecular.

Figura 3. Cepa de K. pneumoniae productora de DHA-1 (betalactamasa AmpCp inducible). Se observa el
achatamiento de los halos de aztreonam (AZT) y cefotaxima (CTX) en la zona cercana al disco de cefoxitina

(CFO).

AZT, aztreonam; CAZ, ceftazidima; CFO,
cefoxitina; CTX, cefotaxima

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La principal limitacion de estos métodos es que solo son
aplicables a determinadas especies bacterianas ya que
no permite diferenciar entre betalactamasas AmpC
plasmidicasy  cromosOmicas. Adicionalmente, la
utilizacion de acido borénico reduce la especificidad en la
deteccidn ya que también puede dar resultados positivos
en cepas productoras de carbapenemasas de clase A
como las KPC.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Bush K, Jacoby GA. Updated Functional Classification of (3-
Lactamases. Antimicrobl Agents Chemother. 2010; 54:969-976.
2.Jacoby, G A. AmpC B-lactamases. Clin Microbiol Rev
2009; 22:161-182.

3. Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibiliy Testing; Twentieth
Informational Supplement. CLSI document M100-S20.
Wayne, PA. 2010.

4. Comité de I'Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie. Recommandations 2010. (Edition de Janvier
2010). (http://www.sfm.asso.fr/publi/general.php?pa=1)

5. European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing. (EUCAST) 2011. (http://www.eucast.org).

6. Canton R, Alés JI, Baquero F, Calvo J, Campos J,
Castillo J, Cercenado E, Dominguez MA, Lifiares J, Lopez-
Cerezo L, Marco F, Mirelis B, Morosini MI, Navarro F,
Oliver A, Pérez-Trallero E, Torres C, Martinez-Martinez L;
Grupo de Consenso de Recomendaciones para Seleccion
de Antimicrobianos y Concentraciones en Estudio de
Sensibilidad in vitro con Sistemas Automaticos y
Semiautomaticos. Recomendaciones para la seleccién de
antimicrobianos en el estudio de la sensibilidad in vitro con
sistemas automaticos y semiautomaticos. Enferm Infecc
Microbiol Clin 2007; 25: 394-400.

7. Conejo MC, Mata C, Navarro F, Pascual A. Detection
and reporting beta-lactam resistance phenotypes in
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae: a multicenter
proficiency study in Spain. Diagn Microbiol Infect Dis 2008;
62: 317-325.



http://www.sfm.asso.fr/publi/general.php?pa=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cant%C3%B3n%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Al%C3%B3s%20JI%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baquero%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Calvo%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campos%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Castillo%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cercenado%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dom%C3%ADnguez%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%C3%B1ares%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%B3pez-Cerezo%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L%C3%B3pez-Cerezo%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marco%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mirelis%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morosini%20MI%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Navarro%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oliver%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22P%C3%A9rez-Trallero%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Torres%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mart%C3%ADnez-Mart%C3%ADnez%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grupo%20de%20Consenso%20de%20Recomendaciones%20para%20Selecci%C3%B3n%20de%20Antimicrobianos%20y%20Concentraciones%20en%20Estudio%20de%20Sensibilidad%20in%20vitro%20con%20Sistemas%20Autom%C3%A1ticos%20y%20Semiautom%C3%A1ticos%22%5BCorporate%20Author%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grupo%20de%20Consenso%20de%20Recomendaciones%20para%20Selecci%C3%B3n%20de%20Antimicrobianos%20y%20Concentraciones%20en%20Estudio%20de%20Sensibilidad%20in%20vitro%20con%20Sistemas%20Autom%C3%A1ticos%20y%20Semiautom%C3%A1ticos%22%5BCorporate%20Author%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grupo%20de%20Consenso%20de%20Recomendaciones%20para%20Selecci%C3%B3n%20de%20Antimicrobianos%20y%20Concentraciones%20en%20Estudio%20de%20Sensibilidad%20in%20vitro%20con%20Sistemas%20Autom%C3%A1ticos%20y%20Semiautom%C3%A1ticos%22%5BCorporate%20Author%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grupo%20de%20Consenso%20de%20Recomendaciones%20para%20Selecci%C3%B3n%20de%20Antimicrobianos%20y%20Concentraciones%20en%20Estudio%20de%20Sensibilidad%20in%20vitro%20con%20Sistemas%20Autom%C3%A1ticos%20y%20Semiautom%C3%A1ticos%22%5BCorporate%20Author%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

DOCUMENTO TECNICO

PNT-MRN-03
DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS

ELABORADO

REVISADO Y APROBADO

Nombre/Firma

Fecha

Nombre/Firma Fecha

EDICION FECHA ALCANCE DE LAS MODIFICACIONES
01 Edicion inicial
COPIA REGISTRADA N°.......... ASIGNADA A oo

Este documento es propiedad del Servicio de Microbiologia del Hospital/Centro.............ccccevvvviieeannnnn.
informacion en él contenida no podra reproducirse total ni parcialmente sin autorizacion escrita del Responsable
de su elaboracion. Las copias no registradas no se mantienen actualizadas a sus destinatarios.

La



Servicio de Microbiologia
Hospital .........cccoovvvviviiiiiine,

Deteccion fenotipica de

carbapenemasas

PNT-MRN-03

Edicion N° 01

Pagina 2de 7

1. PROPOSITO Y ALCANCE

Describir la metodologia para la deteccion fenotipica
de carbapenemasas mediante las técnicas de Hodge
modificado, sinergia de doble disco, discos
combinados con inhibidor y Etest MBL.

Estos procedimientos son aplicables a aislados de la
familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa
y otros bacilos gramnegativos que presenten un
patron fenotipico compatible con la produccion
de carbapenemasas (sensibilidad disminuida o]
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
y carbapenémicos).

2. FUNDAMENTO

Las carbapenemasas son un grupo heterogéneo
de betalactamasas distribuidas en las clases
molculares A, By D que presentan actividad hidrolitica
sobre los carbapenémicos y la practica totalidad de los
antibioticos betalactamicos clinicamente relevantes.

El test de Hodge modificado es la técnica que el
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
recomienda para la deteccion fenotipica de
carbapenemasas. La inactivacion de los
carbapenémicos por la cepa productora de
carpapenemasa permite el crecimiento de un
microorganismo indicador sensible a los lados de
una estria efectuada con la cepa productora, en una
placa con un disco de carbapenémico. Esta técnica
permite detectar la produccion de carbapenemasas
pero no proporciona informacion sobre la clase a la
gue pertenecen. Para ello se utilizan las técnicas de
sinergia de doble disco, discos combinados con
inhibidor y Etest MBL que se basan en la
potenciacion de la actividad de los carbapenémicos
en presencia de inhibidores de carbapenemasas.
Para la deteccion de carbapenemasas de clase A, el
inhibidor utilizado es el &cido borénico. Para la
deteccion de carbapenemasas de clase B los
inhibidores son el acido dipicolinico o EDTA.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de bioseguridad

- Documento CLSI vigente

- Documento EUCAST vigente (www.eucast.orq)

- Procedimientos en Microbiologia n° 11, 12 edicién.
Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a
antimicrobianos. SEIMC. 2000. Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiol
ogia

4. MUESTRAS

Estas técnicas se pueden realizar a partir del crecimiento
obtenido en una placa de antibiograma o bien con

colonias aisladas en una placa de cultivo reciente.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

- Tubos con solucion salina estéril 0,9%

- Agar Mueller-Hinton

- Agar Mueller-Hinton suplementado con cloxacilina
(250 pg/ml)

- Discos/Tabletas: imipenem (10 pg), meropenem (10
ug), ertapenem (10 ug), imipenem-cloxacilina
(10/500-750 pg), meropenem-cloxacilina (10/500-750
Hg), imipenem-acido borénico (10/300-600 ug),
meropenem-acido  borénico  (10/300-600  ug),
imipenem-acido dipicolinico  (10/250-1000 pg),
meropenem-acido dipicolinico (10/250-1000 pg),
imipenem-EDTA (10/730-1500 pg), meropenem-
EDTA (10/730-1500 pg), acido borénico (300-600
Kg), acido dipicolinico (250-1000 pg), EDTA (750-
1500 ug), Etest MBL (bioMérieux).
- Reactivos para la preparacion de discos con
inhibidor (en caso de no disponer de discos
comerciales):

- Cloxacilina

- Acido amino-fenil-borénico o &cido fenil-borénico

- Acido dipicolinico

- EDTA

- Agua destilada estéril

- DMSO

- Discos blancos
- Estandar de turbidez equivalente a un 0,5 de la
escala de McFarland
- Cepa Escherichia coli ATCC 25922

6. APARATOS Y MATERIALES
- Asa bacterioldgica

- Escobillones estériles

- Pinzas

- Portaobjetos

- Pie de rey

- Mechero Bunsen o incinerador eléctrico
- Estufa incubadora de 36°C

- Nevera 5°C

- Agitador

- Nefelometro

7. PROCEDIMIENTO

7.1. PREPARACION DE LOS DISCOS CON
INHIBIDOR

a) Preparar las soluciones madre de acido amino-
fenil-boronico (disuelto en agua estéril) o fenil-
boronico (disuelto en DMSO y agua estéril),
cloxacilina (disuelto en agua estéril), acido
dipicolinico (disuelto en DMSO y agua estéril) o
EDTA (disuelto en agua estéril).

b) Afadir el volumen adecuado de la solucion de
inhibidor a los discos blancos (prueba de sinergia de
doble disco) o a los discos con carbapenémicos
(prueba de discos combinados) segun la cantidad
final por disco que se desee.

c) Dejar absorber la solucién al menos 30 minutos y
asegurarse que los discos estan suficientemente
secos antes de su aplicacion.

7.2. TEST DE HODGE MODIFICADO

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa
E. coli ATCC 25922 en soluciéon salina con una
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turbidez equivalente a un 0,5de la escala de
McFarland diluida al 1:10.

b) Colcocar un disco con un un carbapenémico
(imipenem, meropenem o ertapenem) en el centro de
la placa.

¢) Inocular 3-5 colonias de la cepa problema
formando una estria radial desde 2-3 mm del disco
con carbapenémico hacia el borde de la placa.

d) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.
Consideraciones:

i) Se pueden estudiar hasta cuatro o cinco cepas por
placa.

i) En las cepas que presenten un fenotipo de
hiperproduccion de AmpC utilizar agar Mueller-
Hinton suplementado con cloxacilina (250 pug/mL) o
bien discos de carbapenémicos con cloxacilina
puesto que las enzimas AmpC presentan una cierta
actividad hidrolitica sobre carbapenémicos que dan
lugar a resultados falsamente positivos.

iii) Cuando se evaltan cepas del género Proteus, la
presencia de swarming puede dificultar la lectura de
la pruebas. En este caso se recomienda realizar la
prueba en medios cromogénicos como el CPS ID, o
en agar MacConkey.

iv) Si el resultado es ininterpretable (inhibicion del
crecimiento de la cepa indicadora a los lados de la
estria) se recomienda repetir la prueba utilizando otra
cepa indicadora como E. coli ATCC 35218.

v) No utilizar ertapenem en P. aeruginosa puesto que
es intrinsecamente resistente.

7.3. PRUEBA DE SINERGIA DE DOBLE DISCO

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusiéon con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa
problema en solucién salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

b) Colocar discos con carbapenémicos (imipenem,
meropenem) y un disco con inhibidor (acido borénico
para descartar carbapenemasas de clase A y acido
dipicolinico o EDTA para carbapenemasas de clase
B) a 1-2 cm (margen a margen). La separacion
Optima de los discos puede variar en funcion de la
cepa.

¢) Incubar a 35£2°C durante 16-20 horas.
Consideraciones:

Hay que tener en cuenta los diametros de inhibicion
para ajustar la distancia 6ptima de separacién entre
los discos.

7.4. PRUEBA DE DISCOS COMBINADOS CON
INHIBIDOR

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusién con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspension de la cepa
problema en solucién salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

b) Colocar un disco con  meropenem,
meropenem-+cloxacilina, meropenem-+acido bordnico
y meropenem-+acido dipicolinico 0
meropenem+EDTA. También pueden utilizarse
discos con imipenem y las mismas combinaciones de
inhibidores.

¢) Incubar a 35+£2°C durante 16-20 horas.

7.5. ETEST MBL

a) Seguir el procedimiento estandar para la
realizacion de un antibiograma por el método de
difusiébn con discos e inocular una placa de agar
Mueller-Hinton a partir de una suspensioén de la cepa
problema en soluciéon salina con una turbidez
equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland.

b) Dejar absorber el inéculo y asegurarse que la
superficie del agar esta completamente seca antes
de aplicar las tira de Etest MBL.

c) Aplicar la tira de Etest MBL sobre el agar con unas
pinzas.

d) Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.
Consideraciones:

i) Asegurarse que la tira contacta completamente con
la superficie del agar. En caso de que se formen
burbujas de aire bajo la tira, eliminarlas presionando
ligeramente con las pinzas.

i) Debido a que la difusiébn del antibi6tico es
inmediata, las tiras no se pueden recolocar una vez
han estado en contacto con la superficie del agar.

7.6. CONTROL DE CALIDAD

Se realizara siguiendo las directrices especificadas en
los documentos de referencia adoptados por cada
centro. Se recomienda realizar un control con cada
nuevo lote de reactivos con las cepas E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 o Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA-1706 (controles negativos)
y cepas portadora de carbapenemasa como K.
pneumoniae ATCC BAA-2146 (portadora de NDM-1),
K. pneumoniae ATCC BAA-1705 (portadora de KPC-
2) o cepas controladas por el laboratorio (controles
positivos).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
8.1. TEST DE HODGE MODIFICADO
Examinar visualmente el margen del halo de
inhibiciébn en la zona adyacente a la estria. Los
resultados se interpretan de la siguiente manera:
a) Positivo. Presencia de una zona de inhibicion
distorsionada a los lados de la estria debido de al
crecimiento de la cepa indicadora.
b) Negativo. Ausencia de una zona de inhibicién
distorsionada a los lados de la estria.
c) Ininterpretable. Inhibicion del crecimiento de la
cepa indicadora a los lados de la estria.

Los resultados positivos se deben confirmar con
otros métodos.
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Figura 1. Test modificado de Hodge donde se observan dos cepas positivas y una negativa.

8.2. PRUEBA DE SINERGIA DE DOBLE DISCO
Examinar visualmente la apariencia de las zonas de
inhibicién. Los resultados se interpretan de la
siguiente manera:

a) Positivo. Ampliacion del halo de inhibicién del
carbapenémico en la zona cercana al disco de

inhibidor (sinergia) o presencia de una “zona
fantasma” (inhibicibn del crecimiento) entre el
carbapenémico y el inhibidor.

b) Negativo. No ampliacién de los halos de inhibicién
del carbapenémico ni presencia de “zona fantasma”.

Figura 2. Prueba de sinergia de doble disco positiva en el caso de una cepa de A) Klebsiella pneumoniae
portadora de la betalactamasa KPC y B) Pseudomonas aeruginosa portadora de la betalactamasa VIM-2.

A)

BORON, &cido boronico; ETP, Ertapenem; IMI, imipenem; MRP, meropenem; D.P.A, &cido dipicolinico.

Los resultados positivos se interpretan segun la tabla siguiente:

Resultado

Tipo de Carbapenemasa/Mecanismo de
resistencia

Carbapenemasa de Clase A
Sinergia carbapenémico- acido borénico ylo
Hiperproduccién de AmpC

Sinergia carbapenémico-acido dipicolinico

Sinergia carbapenémico-EDTA

0 Carbapenemasa de Clase B
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8.3. PRUEBA DE DISCOS COMBINADOS CON
INHIBIDOR

Medir en milimetros los diametros de las zonas de
inhibicion completa (incluyendo el didmetro del disco)
con un pie de rey. Los resultados se interpretan de la
siguiente manera:

a) Positivo. Incremento =25 mm del diametro de
inhibicién del carbapenémico con inhibidor respecto
al del carbapenémico.

b) Negativo. No diferencia o incremento <5 mm en el
halo de inhibicion del carbapenémico con inhibidor
respecto al del carbapenémico.

Figura 3. Prueba de discos combinados con inhibidor positivas en el caso de una cepa de Klebsiella pneumoniae
portadora de la betalactamasa KPC, A) y de Pseudomonas aeruginosa portadora de la betalactamasa VIM-2, B).

A)

MRP, meropenem; MR+DP, meropenem + acido dipicolinico; MR+CL, meropenem + cloxacilina; MR+BO,

meropenem + &cido bordnico.

Los resultados positivos se interpretan segun la tabla siguiente:

Resultado

Tipo de Carbapenemasa/Mecanismo de
resistencia

CAR+BOR 25mm CAR y
CAR+CLO < 5mm CAR*

Carbapenemasa de Clase A

CAR+DPA =2 5mm CAR
CAR+EDTA =2 5mm CAR

Carbapenemasa de Clase B

CAR+BOR y CAR+CLO = 5mm CAR 0

Hiprproduccién de AmpC

Hiperproduccion de AmpC + Carbapenemasa de
Clase A

CAR, carbapenémico; BOR, acido boroénico; CLO, cloxacilina; DPA, acido dipicolinico.
!La ausencia de inhibicién con cloxacilina descarta la hiperproduccion de betalactamasas AmpC.

8.4. ETEST MBL

Leer los valores de CMI de imipenem (IP) e
imipenem méas EDTA (IPI) en la escala de la tira en
los puntos de interseccion de las elipses de
inhibicion del crecimiento.

Figura 4. Prueba de Etest positiva en el caso de una cepa de Pseudomonas aeruginosa portadora de la
betalactamasa VIM-2. Se observa zona fantasma en el centro.
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Los resultados se interpretan segun la tabla siguiente:

Resultado Observacion
El valor del ratio de CMI de IP/IPl es = 8 0 23 log,
Positivo MIC Imipenem >8
MIC imipenem + EDTA
Presencia de una zona fantasma entre las dos secciones de gradientes o deformacion
de la elipse de IP independientemente del ratio de CMI de IP/IPI
El valor del ratio de CMI de IP/IPI es <8 0 <3 logs.
Negativo MIC imipenem <8
MIC imipenem + EDTA
Ausencia de zona fantasma entre los dos gradientes o de deformacién de la elipse de
IP
Ininterpretable | Valores de CMI de IP<4mg/L o IPI>64mg/L

El resultado positivo se informara como cepa productora de carbapenemasa de clase B o metalo-

betalactamasa.

Resumen de interpretacién de las técnicas descritas:

Mecanismo de resistencia

AmpC BLEE
Técnica Carbapenemasa o o
reduccién reduccion
permeabilidad permeabilidad
Clase A Clase B
THM + + +/- +/-
Sinergia CAR-BOR * . H- -
doble disco CAR-DPA - + - -
CAR-EDTA

oscos  —CRBOR +¢- -
. - - - +/- -
combinados CAR-DPA - " . -
Etest MBL - + ; n

THM, Test de Hodge modificado; CAR, carbapenémico; BOR, &cido borénico; DPA, &cido dipicolinico; CLO,

BLEE, betalactamasa de espectro extendido.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos seran los responsables de la realizacion
correcta de la técnica y del mantenimiento y calidad
Optimos de reactivos y aparatos.

El facultativo sera el responsable de la validacion del
informe y de contactar con el clinico para orientar el
tratamiento y/o establecer las medidas de control que
cada centro tenga consensuadas.

cloxacilina;

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Puede ser necesario confirmar y caracterizar el
mecanismo de resistencia involucrado mediante
técnicas de biologia molecular.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El principal inconveniente del test de Hodge modficado
es su baja especificidad, ya que también puede resultar
positvo en cepas con hiperproduccion  de

betalactamasas AmpC 0 produccion de
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betalactamasas de espectro extendido (BLEE) CTX-
M, junto con alteraciones en las porinas. Si bien las
betalactamasas AmpC pueden ser inhibidas con la
adicién de cloxacilina al medio de cultivo o a los discos,
en zonas con elevada prevalencia de BLEE de tipo
CTX-M los resultados positivos deben ser confirmados
con otros métodos.

Los métodos basados en la utilizaciéon de acido
borénico pueden presentar baja especificidad y pueden
producirse resultados falsos positivos debido a la
hiperproduccion de enzimas de tipo AmpC ya que
también es un inhibidor de estas enzimas.

El Etest MBL presenta baja sensibilidad en
Enterobacteriaceae productores de carbapenemasas
con bajas CMI de imipenem (24 pg/mL). También se
han descrito resultados falsos positivos con este
método en Acinetobacter baumanii debido a la
produccién de determinadas oxacilinasas.

Adicionalmente, los métodos fenotipicos resultan
inadecuados para la deteccién de las carbapenemasas
tipo OXA.
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